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RESUMO 
 
A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doença metabólica cada vez mais 
prevalente que ocorre, em grande parte, devido às mudanças ambientais 
e no estilo de vida. Os estados crônicos de hiperglicemia, hiperlipidemia 
e hiperinsulinemia podem levar ao estresse oxidativo e 
consequentemente, à oxidação do ácido desoxirribonucleico (DNA). Uma 
boa prescrição dietética é considerada essencial no tratamento e 
prevenção de complicações relacionadas à DM2. A castanha-do-Brasil 
(Bertholletia excelsa, H.B.K.) é a melhor fonte alimentar de selênio 
encontrada na natureza e, níveis adequados deste mineral no organismo 
apresentam diversos benefícios à saúde, incluindo melhora no estado 
redox celular e modulação da instabilidade genômica. Nesse contexto, o 
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do consumo desta oleaginosa 
sobre parâmetros bioquímicos, de estresse oxidativo e instabilidade 
genômica em indivíduos com DM2. Participaram deste estudo 37 homens 
e 37 mulheres, que consumiram 1 castanha-do-Brasil por dia (»210 µg de 
selênio) durante 6 meses. Foram coletadas amostras de sangue periférico 
e células esfoliadas da mucosa bucal imediatamente antes do início e ao 
final do estudo. Foram analisados os perfis glicêmico, lipídico, 
inflamatório, hepático e renal, além dos níveis séricos de selênio. Em 
relação ao estresse oxidativo, foram determinados os níveis de 2',7'-
diclorofluoresceína (DCF), nitritos, tióis totais, grupamentos carbonila, 
malondialdeído (MDA), glutationa (GSH), glutationa peroxidase (GPx) e 
catalase (CAT). O ensaio cometa nas versões alcalina e modificada com 
o uso de formamidopirimidina glicosilase foi utilizado para análise dos 
danos basal e oxidativo ao DNA, respectivamente. O teste de micronúcleo 
em células esfoliadas da mucosa bucal foi utilizado para caracterização 
dos tipos celulares, anormalidades nucleares e presença de dano nuclear. 
As análises estatísticas foram feitas usando os testes t pareado ou de 
Wilcoxon e, correlação Spearman. Ao analisar os parâmetros 
bioquímicos, foram observados aumento dos níveis de glicemia de jejum, 
colesterol HDL e LDL e gama-glutamiltransferase. Os níveis de insulina 
e a relação triglicerídeos/HDL-colesterol foram diminuídos. O consumo 
de castanha-do-Brasil durante seis meses foi capaz de aumentar 
significativamente os níveis de selênio, GSH, GPx e CAT, sugerindo uma 
melhora do sistema antioxidante dos pacientes. Em relação à produção de 
oxidantes, os níveis de DCF e nitritos foram diminuídos. Observou-se um 
aumento dos níveis de tióis totais e diminuição do conteúdo de 
grupamentos carbonila e níveis de MDA, sugerindo uma redução na 
oxidação de proteínas e lipídios. Quanto à instabilidade genômica, os 
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danos ao DNA, avaliados através do ensaio cometa foram 
significativamente diminuídos, assim como a frequência de micronúcleos 
e brotos nucleares também. Os testes estatísticos revelaram que os níveis 
de selênio foram negativamente associados aos níveis de MDA, danos ao 
DNA e frequência de micronúcleos. Por outro lado, houve uma 
associação positiva entre os níveis de selênio e tióis totais, GSH, GPx e 
CAT. Os resultados do presente trabalho sugerem que a ingestão diária 
de castanha-do-Brasil pode ser uma aliada na modulação da instabilidade 
genômica em indivíduos com DM2, provavelmente através de mudanças 
no estado redox celular. 
 
Palavras-chave: castanha-do-Brasil; selênio; diabetes mellitus tipo 2; 
estresse oxidativo; instabilidade genômica; ensaio cometa.  
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ABSTRACT 
 
Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a metabolic disease, occurring largely 
due to environmental and lifestyle changes. Chronic conditions of 
hyperglycaemia, hyperlipidaemia and hyperinsulinemia can lead to 
oxidative stress, and consequently damage to lipids, proteins and DNA. 
Dietary interventions are considered essential for the treatment and 
prevention of T2DM-related complications. Brazil nuts (Bertholletia 
excelsa, H.B.K.) are the richest source of selenium known in nature. The 
adequate selenium status presents several health benefits, including 
improve of redox cellular status and maintenance of genomic stability. 
Based on this, the aim of this study was to assess biochemical and 
oxidative stress parameters and genomic instability in T2DM patients 
before and after 6-month consumption of selenium through Brazil nut. 
Thirty-seven men and thirty-seven women with T2DM were included. 
Participants consumed 1 Brazil nut a day (»210 µg of selenium) for 6 
months. Samples of blood and exfoliated buccal cells (EBC) were 
collected at the beginning and at the end of treatment. The glycaemic, 
lipidic, inflammatory, hepatic and renal serum profiles were analyzed. In 
relation to oxidative stress, the levels of 2',7'-dichlorofluorescein (DCF), 
nitrites, total thiols, protein carbonyl, malondialdehyde (MDA), 
glutathione (GSH), gluthatione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) 
were determined. The alkaline version of the comet assay was the method 
selected to measure basal DNA damage. In order to measure oxidative 
DNA damage, the comet assay was coupled with a lesion-specific 
endonuclease (formamidopyrimidine glycosylase) to detect oxidized 
purines. The EBC were evaluated for the characterization of cell types 
(basal and differentiated) and nuclear abnormalities (binucleated cells, 
pyknosis, karyolysis, karyorrhexis, condensed chromatin) and the 
presence of cellular damage (micronuclei and nuclear buds). Finally, 
selenium levels were quantified in serum of participants. The data were 
processed and statistically analyzed using paired t test or Wilcoxon test 
and Spearman correlation. The data relative to biochemical parameters 
presents an increased in fasting glucose levels, HDL- and LDL-
cholesterol and gama glutamyl transferase levels. Insulin levels and 
triglycerides/HDL-cholesterol ratio were decreased. Six-month Brazil nut 
consumption proved to be enough to significantly increase selenium and 
GSH levels, GPx and CAT activity, improving the antioxidant system of 
patients. In relation to oxidant production, DCF and nitrites levels were 
decreased. Besides, were observed an increase in total thiols, and a 
decrease in protein carbonyl and MDA levels, suggesting a reduction of 
		
18 
proteins and lipids oxidized. Relative to genomic instability, the levels of 
basal and oxidative DNA damage in T2DM were significantly decreased 
after Brazil nut consumption, as well as the frequency of micronuclei and 
nuclear buds. The statistic tests revealed that selenium levels were 
negatively associated with MDA, basal and oxidative DNA damage and 
micronuclei frequency. On the other hand, there was a positive 
association between selenium levels and total thiois, GSH, GPx and CAT. 
Taken together, the results of the present work indicate that Brazil nut 
consumption could be an ally to module the genomic instability in T2DM 
patients, probably through changes in oxidative status. 
 
Key-words: Brazilian nut; selenium; type 2 diabetes mellitus; oxidative 
stress; genomic instability; comet assay. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Diabetes mellitus tipo 2 
 
1.1.1. Conceito, epidemiologia e aspectos fisiopatológicos do diabetes 
mellitus tipo 2 
 
O diabetes mellitus (DM) tipo 2 (DM2) é uma doença complexa 
multifatorial caracterizada por níveis elevados de glicose na corrente 
sanguínea, resultante de alterações na secreção e/ou ação da insulina, 
levando à hiperglicemia e alterações no metabolismo dos carboidratos, 
lipídeos e proteínas (American Diabetes Association, 2012) A evolução 
da doença pode ser acompanhada de uma disfunção das células β do 
pâncreas e uma perda generalizada da sensibilidade à insulina (Kitamura, 
2013). 
Esta doença metabólica cada vez mais prevalente, cuja rápida 
difusão atingiu proporções epidêmicas, ocorre em grande parte devido ao 
estilo de vida, que envolve uma alimentação com alta densidade 
energética associada à redução na prática de exercícios físicos (Nolan et 
al., 2011). Por ser um dos maiores problemas de doença evitável do 
século, tornou-se um grande desafio para as organizações públicas de 
saúde em nível mundial (Guariguata et al., 2014; Zimmet et al., 2016). 
De acordo com a atualização de 2015 do Atlas da Federação 
Internacional de Diabetes, 415 milhões de pessoas em todo o mundo tem 
DM, sendo metade ainda não diagnosticada. A forma mais comum da 
doença é o DM2, atingindo cerca de 90 a 95% dos indivíduos. Em 2015, 
os gastos com cuidados de saúde para esta doença ultrapassaram os 673 
bilhões de dólares. Ainda, neste mesmo ano, cinco milhões de pessoas 
morreram devido ao DM e estes números estão aumentando em todos os 
países. Entre os países das Américas do Sul e Central, o Brasil é o que 
tem maior número de indivíduos com DM, ultrapassando 14,3 milhões, 
ou seja, 8,7% da população adulta e, a somar-se a estes números, 3,2 
milhões de indivíduos não diagnosticados (International Diabetes 
Federation, 2015). 
Para que um indivíduo desenvolva DM2, algumas alterações 
metabólicas são cruciais: i) incapacidade das células β em compensar o 
excesso calórico; ii) aumento da secreção de glucagon e redução da 
resposta à incretina; iii) aumento do tecido adiposo subcutâneo, 
diminuição dos níveis de adiponectina e inflamação do tecido adiposo; 
iv) aumento da produção endógena de glicose e; v) desenvolvimento de 
resistência periférica à insulina (Weir et al., 2001; Kahn, 2003; Leahy, 
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2005; Prentki e Nolan, 2006; Nolan e Prentki, 2008; Meier e Nauck, 2010; 
Unger e Scherer, 2010). Sabe-se que os efeitos metabólicos da insulina 
são mediados principalmente através da fosforilação da proteína cinase B 
(Akt) (Burgering e Coffer, 1995; Taniguchi et al., 2006) e, uma alteração 
da sinalização deste hormônio pode resultar em resistência à insulina no 
fígado, tecido adiposo e no músculo esquelético, que são características 
da fisiopatologia do DM2 (Schinner et al., 2005). Em longo prazo, os 
indivíduos diagnosticados com DM2 também podem sofrer complicações 
microvasculares e macrovasculares (Giacco e Brownlee, 2010; Donath e 
Shoelson, 2011). 
Em geral, as complicações microvasculares são causadas pela 
hiperglicemia persistente. Embora este processo seja modificado por 
fatores genéticos de suscetibilidade individual e por fatores de aceleração 
independentes, como hipertensão e dislipidemia, existem mecanismos 
que medeiam os efeitos prejudiciais da hiperglicemia, tais como 
alterações agudas no metabolismo celular e alterações cumulativas em 
longo prazo em macromoléculas estáveis (Giacco e Brownlee, 2010). O 
conjunto destas alterações também leva a um aumento na predisposição 
para o desenvolvimento de alguns tipos de câncer (Cebioglu et al., 2008; 
Cebioglu et al., 2010). 
Os fatores mais conhecidos por estarem associados à resistência 
à insulina e à progressão da doença são sedentarismo, obesidade, 
inflamação, disfunção das células β pancreáticas, envelhecimento e 
estresse oxidativo (Akash et al., 2013). Dentre estes fatores, o estresse 
oxidativo tem recebido destaque, uma vez que os estados crônicos de 
hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia culminam em danos em 
proteínas e lipídios, bem como afeta significativamente o ácido 
desoxirribonucleico (DNA) (Dincer et al., 2002; Giacco e Brownlee, 
2010; Broedbaek et al., 2011; Stefani et al., 2015). 
 
1.1.2. Diabetes mellitus tipo 2 e estresse oxidativo 
 
As reações de oxidação e redução são fundamentais na vida 
aeróbica e no metabolismo celular. Nesse cenário, a produção de espécies 
reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN) é um 
fenômeno necessário e natural do metabolismo, que pode produzir tanto 
efeitos benéficos quanto nocivos às células (Halliwell e Guteridge, 2007). 
Os efeitos benéficos das ERO/ERN ocorrem quando as mesmas são 
produzidas em baixas ou moderadas concentrações e envolvem papéis 
fisiológicos, como no mecanismo de defesa e em alguns sistemas de 
sinalização celular (Thannickal e Fanburg, 2000; Sen, 2001; Gomes et al., 
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2012). Os efeitos nocivos são os resultados de um desequilíbrio entre a 
produção destas espécies e a capacidade antioxidante da célula, 
caracterizando um quadro de estresse oxidativo (Halliwell e Guteridge, 
2007; Fatehi-Hassanabad et al., 2010; Pandey et al., 2010) 
A hiperglicemia, marcador através do qual se diagnostica DM2, 
promove o aumento na produção de ERO por diversas vias metabólicas 
(Tiwari et al., 2013). Entretanto, Brownlee desde 2001, defende a teoria 
do “mecanismo unificado” dos danos celulares causados pela 
hiperglicemia (Brownlee, 2001). 
O aumento dos níveis de glicose na corrente sanguínea pode levar 
diretamente à formação de ERO (Valko et al., 2004), e em consequência 
disto, ocorre um aumento da poli ADP-ribose polimerase (PARP), enzima 
envolvida no reparo de danos ao DNA, e posteriormente, diminuição da 
gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), responsável pela 
metabolização final da glicose (Brownlee, 2001). O resultado do baixo 
controle glicêmico é o aumento da carga oxidativa em indivíduos com 
DM2. Isto acontece porque uma redução da GAPDH implica na ativação 
da proteína cinase C (PKC), que está relacionada à patogênese de diversas 
complicações do diabetes (Brownlee, 2005). Além disso, há um aumento 
na atividade das vias dos polióis e das hexosaminas, e aumento na geração 
de produtos finais da glicação avançada (AGEs), que são gatilhos para a 
produção de citocinas pró-inflamatórias (Figura 1) (Brownlee, 2001). 
 
 
 
Figura 1. Mecanismo esquemático do dano celular induzido pela hiperglicemia. 
Adaptado de (Brownlee, 2005). ROS: espécies reativas de oxigênio. PARP: poli 
ADP-ribose polimerase. GAPDH: gliceraldeído-3-fosfafo desidrogenase. RAGE: 
receptores para produtos finais da glicação avançada. AGE: produtos finais da 
glicação avançada. PKC: proteína cinase C. NFkB: fator nuclear kappa beta.  
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O estresse oxidativo pode ser mensurado através da quantificação 
de várias moléculas, que são relacionadas à geração de radicais livres ou 
moléculas modificadas através da interação com essas espécies (Santilli 
et al., 2015). Na tentativa de impedir a ação tóxica das ERO e ERN, as 
células possuem sistemas de defesa antioxidantes, podendo ser 
enzimáticos ou não, e atuam na proteção dos sistemas biológicos contra 
os efeitos lesivos da oxidação excessiva. Entre as enzimas que fazem 
parte do sistema de defesa antioxidante primário estão a superóxido 
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e 
tiorredoxina redutase (TrxR), e estas são responsáveis pela remoção do 
excesso, principalmente do ânion superóxido e peróxido de hidrogênio 
(Halliwell e Guteridge, 2007). 
Adicionalmente, um dos principais antioxidantes não 
enzimáticos é a glutationa (GSH), principal e mais abundante tiol não 
proteico na defesa contra o estresse oxidativo (Lu, 2013). A GSH auxilia 
na manutenção dos grupamentos tióis das proteínas em estado reduzido, 
participa no transporte de aminoácidos, atua como coenzima em várias 
reações enzimáticas e auxilia na prevenção de danos aos tecidos (Tsai et 
al., 2012). Além disso, é um eficiente antioxidante e está presente em 
quase todas as células, por isso é considerado um bom biomarcador de 
desequilíbrio redox em nível celular (Chakravarty e Rizvi, 2011). 
Indivíduos com DM2 apresentam níveis reduzidos de GSH, podendo 
então ser um dos fatores envolvidos no dano oxidativo ao DNA, proteínas 
e lipídios no DM2 (Dincer et al., 2002; Calabrese et al., 2012). 
Infelizmente, o metabolismo da GSH pode ser prejudicado na presença 
excessiva de ERO (Morris et al., 2013). Em pacientes refratários ao 
tratamento com hipoglicemiante oral e até à insulina, ou seja, que 
possuem um baixo controle glicêmico, há uma grave deficiência na 
síntese de GSH e isto é atribuído à baixa disponibilidade de seus 
precursores. Portanto, a suplementação dietética com precursores de GSH 
poderia melhorar a sua síntese e reduzir o dano oxidativo em 
biomoléculas frente a hiperglicemia persistente (Sekhar et al., 2011). 
 
1.1.3. Diabetes mellitus tipo 2 e instabilidade genômica 
 
Os resultados de um evento fisiopatológico, geralmente afetam o 
sistema antioxidante e, não só o dano às biomoléculas pode determinar a 
severidade de uma doença, mas a genotoxicidade também pode indicar a 
amplitude do dano oxidativo (Stefani et al., 2015). A estabilidade do 
genoma é constantemente desafiada pelos danos causados na estrutura 
primária do DNA por diversos fatores que incluem desde metabólitos 
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celulares até agentes externos. O dano ao DNA afeta as vias de transcrição 
e de sinalização e causa erros de replicação e instabilidade genômica 
(Valko et al., 2006). 
Diariamente, estima-se que cada célula sofra mais de 20 mil 
lesões no DNA, induzidas de maneira endógena (Friedberg, 2003). O 
dano genômico é provavelmente a mais importante e fundamental causa 
do desenvolvimento de doenças neoplásicas. Além das ações de agentes 
genotóxicos já conhecidos, é também estabelecido que alterações 
genômicas são produzidas por deficiência de micronutrientes, estilo de 
vida, estresse oxidativo e exposição ocupacional (Blasiak et al, 2004). A 
mutação é um processo inerente ao desenvolvimento dos seres vivos e 
necessário para a diversidade e evolução das espécies. Entretanto, 
algumas mutações podem não ser reparadas, acumulando-se nas células 
com consequências carcinogênicas (Tubbs e Nussenzweig, 2017). 
Tornovsky-Babeay e colegas (2014) sugeriram que a 
hiperglicemia pode levar a quebras na dupla fita do DNA via estresse 
oxidativo. Vários estudos já evidenciaram uma associação entre os níveis 
plasmáticos da glicemia de jejum e as purinas oxidadas, que podem ser 
avaliadas através do teste cometa com enzimas específicas, neste caso, a 
formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPG) (Collins et al., 1998; 
Dincer et al., 2002; Pitozzi et al., 2003; Lodovici et al., 2008). Müllner e 
colaboradores (2013) corroboraram estes dados através dos seus achados, 
pelo aumento de sítios sensíveis à FPG com o aumento da glicemia de 
jejum. Este dado suporta a hipótese sugerida por Collins et al. (1998), de 
que os sítios especificamente sensíveis à FPG refletem danos resultantes 
da hiperglicemia. 
Em indivíduos não diabéticos, os níveis de oxidação global do 
DNA são menores quando comparados com indivíduos com DM2. Além 
disso, o controle glicêmico pode ser apontado como um fator 
determinante da oxidação global do DNA, uma vez que indivíduos com 
concentrações de hemoglobina glicada (HbA1c), mesmo em 6,5% 
apresentaram níveis mais elevados de 8-oxoguanina em comparação com 
indivíduos com HbA1c < 6,5% (Müllner et al., 2013). 
Além disso, o estresse oxidativo pode desencadear danos ao 
DNA, que tem sido associados ao aumento do risco de câncer (Lee e 
Chan, 2015). Portanto, pacientes com DM mostram uma maior incidência 
de câncer, com uma forte associação linear entre os níveis de HbA1c e a 
incidência de câncer gástrico, pancreático, colorretal, de mama e de 
fígado (Vigneri et al., 2009; De Beer e Liebenberg, 2014). 
A associação entre os danos ao DNA, estresse oxidativo e DM2 
já está bem descrita na literatura. Na DM2, os danos do DNA aumentam 
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(Blasiak et al., 2004; Xavier et al., 2014) e o sistema de reparo de DNA é 
afetado negativamente (Manoel-Caetano et al., 2012; Merecz et al., 
2015). Somados a estas alterações, os marcadores de estresse oxidativo 
estão aumentados, ao passo que as defesas antioxidantes diminuem 
(Calabrese et al., 2012; Ha et al., 2012; Gupta et al., 2013; Tupe et al., 
2014; Aouacheri et al., 2015), facilitando a instabilidade genômica, que é 
encontrada em indivíduos com DM2. 
Com base no conhecimento de que níveis elevados de estresse 
oxidativo são lesivos ao organismo e que existem, na natureza, 
substâncias com propriedades antioxidantes, a literatura passou a 
investigar o potencial papel de substâncias antioxidantes em reduzir a 
reatividade das ERO e, consequentemente, os danos orgânicos. Portanto 
estudos voltados para a prevenção e controle de doenças crônicas 
prevalentes nas populações são fundamentais. No caso do DM2, prevenir 
a oxidação do DNA é de extrema importância (Dincer et al., 2002; 
Nishikawa et al., 2003; Broedbaek et al., 2011), ou seja, um bom controle 
dos fatores que aumentam a produção de ERO é crucial no controle da 
doença (Müllner et al., 2013). 
 
1.2. Selênio 
 
1.2.1. Selênio: um mineral essencial 
 
Os micronutrientes são componentes da dieta alimentar e 
fundamentais na prevenção de doenças. Possuem um conjunto de funções 
essenciais na regulação da homeostase orgânica, são elementos chave nas 
diferentes vias metabólicas, e a sua ausência pode comprometer o estado 
de saúde de um indivíduo. Por não serem produzidos no organismo, 
devem ser obtidos a partir da dieta. Dentre estes microconstituintes da 
alimentação, está o selênio (WHO/FAO, 2004; Cozzolino, 2016). 
O selênio é um mineral traço essencial para a saúde humana e foi 
descoberto em 1817 pelo químico sueco Jons Jacob Berzelius (Rayman, 
2008). Mais de um século após a sua descoberta, Schwarz & Foltz (1957) 
descreveram a função essencial deste mineral na saúde animal, a partir da 
observação de que a adição de selênio na dieta de ratos com deficiência 
de vitamina E, prevenia a necrose hepática. A partir disto, as pesquisas e 
os estudos passaram a se concentrar no papel metabólico e nas 
consequências de sua deficiência. Anos depois, Flohé e colaboradores 
(Flohe et al., 1973) identificaram o selênio como cofator indispensável 
para o funcionamento da enzima GPx, destacando a importância desse 
mineral (Kohrl et al., 2000). Em seres humanos, sua essencialidade foi 
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comprovada em 1979, quando um paciente com distrofia muscular, em 
razão de longa permanência sob nutrição parenteral total, apresentou 
melhora do quadro clínico após suplementação com o mineral (Brown e 
Arthur, 2001). 
O selênio é um elemento chave das selenoproteínas, e atua como 
um antioxidante extremamente importante em diversos tipos celulares 
(Mukherjee et al., 1998; Beckett e Arthur, 2005). Até o momento, pelo 
menos 25 selenoproteínas já foram descritas e estas, possuem diversas 
funções, dentre as quais o seu papel antioxidante, participação na 
conversão de tiroxina em triiodotironina, proteção contra ação nociva de 
metais pesados, prevenção de doenças crônicas não transmissíveis, 
aumento da resistência pelo sistema imunológico e participação na 
manutenção da estabilidade genômica (Navarro-Alarcon e Cabrera-
Vique, 2008; Holben e Smith, 1999; Ferguson et al., 2012). 
 
1.2.2. Biodisponibilidade do selênio, recomendações dietéticas e 
toxicidade 
 
A biodisponibilidade de um nutriente ingerido pode ser definida 
como sua acessibilidade aos processos metabólicos e fisiológicos 
normais. A biodisponibilidade influencia o efeito benéfico de um 
nutriente em níveis fisiológicos de ingestão, mas também pode afetar a 
natureza e a gravidade da toxicidade quando a ingestão for excessiva. A 
biodisponibilidade pode ser afetada por alguns fatores que incluem a 
concentração e a forma química do nutriente, a nutrição e a saúde do 
indivíduo e as perdas por excreção. No caso dos minerais e elementos-
traço, quando ingeridos através dos alimentos ou da água, frequentemente 
são menos rapidamente absorvidos (Cozzolino, 2009). 
Quanto à sua forma química, o selênio pode ser ingerido tanto na 
sua forma orgânica, quanto na sua forma inorgânica. As formas 
inorgânicas são sais de selênio, como selenato e selenito. As formas 
orgânicas, apresentadas na Figura 2, são a selenometionina (SeMet) e a 
selenocisteína (SeCis), que podem ser incorporadas as proteínas (Roman 
et al., 2014). 
A biodisponibilidade de selênio a partir de certos alimentos e a 
sua eficácia no aumento do status deste mineral tem sido investigada, 
como por exemplo, em pão de trigo enriquecido com selênio, peixes e 
carnes vermelhas (Van Der Torre et al., 1991; Fox et al., 2004; Thomson, 
2004). No entanto, o teor de selênio nestes alimentos é relativamente 
baixo, de maneira que grandes quantidades deveriam ser consumidas para 
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atingir níveis ótimos deste micronutriente em seres humanos (Thomson 
et al., 2008). 
 
 
 
 
Figura 2. Formas orgânicas de selênio obtidas através da alimentação. 
 
 
A concentração de selênio nos alimentos dependerá da região 
geográfica e do nível e disponibilidade do selênio encontrado no solo 
onde foram cultivados (Ferreira et al., 2002). Castilho (2016), ao avaliar 
os níveis de selênio em diversas amostras de solo coletadas em doze 
estados brasileiros, encontrou concentrações de selênio mais elevadas nos 
solos provenientes da região Norte e mais escassas nos solos da região 
Sul. Adicionadas a estas informações, Maihara e colaboradores (2004) 
perceberam que no estado de São Paulo por exemplo, crianças, adultos e 
idosos não atingiam os valores de ingestão dietética recomendada (RDA) 
de selênio, que é de 55 µg/dia. A RDA é o nível de ingestão dietética 
diária suficiente para atender às necessidades de um nutriente de 
praticamente todos (97% a 98%) os indivíduos saudáveis de um 
determinado grupo de mesmo gênero e estágio de vida. 
De um lado, a deficiência de selênio está associada à doença de 
Keshan, uma cardiomiopatia (Chen, 2012), e à doença de Kashin-Beck, 
uma doença osteoarticular (Sokoloff, 1988). Por outro lado, tal como 
acontece com o ferro, a funcionalidade do selênio acontece em forma de 
"U", ao passo que, tanto baixos quanto altos níveis podem ser prejudiciais 
à saúde. Diferente de muitos outros micronutrientes, o selênio possui uma 
faixa estreita entre os níveis de deficiência e toxicidade (Ferguson et al., 
2012; Reich e Hondal, 2016). Alguns pesquisadores sugerem que os 
sintomas mais tóxicos ocorrem com ingestões que variam de 
aproximadamente 3 a 7 mg/dia, e os sintomas moderados, com cerca de 
1,3 mg/dia. Esse último valor relaciona-se a uma concentração de selênio 
no sangue de 1350 µg/L (Institute of Medicine, 2000; Navarro-Alarcon e 
Cabrera-Vique, 2008). 
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Ambas as formas orgânica e inorgânica são igualmente tóxicas 
em casos de ingestão excessiva crônica. Entretanto, é importante 
conhecer a forma do selênio ingerido porque o selênio inorgânico causa 
toxicidade em concentrações muito inferiores à SeMet, que é orgânica 
(Institute of Medicine, 2000; Prabhu e Lei, 2016). Sendo assim, ressalta-
se a importância do limite superior tolerável de ingestão (UL), que é o 
valor mais alto de ingestão diária continuada de um nutriente, que 
aparentemente não oferece risco de efeito adverso à saúde para a maioria 
dos indivíduos em um determinado estágio de vida ou gênero. O UL não 
é um nível de ingestão recomendado, mas foi estabelecido a partir do 
crescimento da prática de fortificação de alimentos e do uso de 
suplementos alimentares. Atualmente, os valores indicados pelo UL para 
o selênio são de 400 µg ao dia (Institute of Medicine, 2000; Monsen, 
2000; Cozzolino, 2009). 
 
1.2.3. O papel antioxidante do selênio 
 
Dentre as várias funções deste mineral no organismo, talvez uma 
das mais estudadas seja a de aumentar as defesas antioxidantes (Tinggi, 
2008). De maneira geral, os antioxidantes são substâncias que atuam na 
prevenção ou redução dos danos celulares, por impedir ou neutralizar as 
ERO, e com isso, auxiliar no estado redox celular (Chan et al., 2016). 
Esta capacidade de atenuar o estresse oxidativo ocorre através de 
selenoproteínas que funcionam como antioxidantes e incluem as famílias 
das GPx e TrxR, as quais possuem uma SeCis em seu sítio ativo, 
tornando-as adequadas para reações de óxido-redução (Mattmiller et al., 
2013). A GPx reduz peróxido de hidrogênio (H2O2), lipoperóxidos e 
outros hidroperóxidos orgânicos (ROOH) a compostos hidroxilados, 
utilizando GSH como doador de hidrogênio. Subsequente à esta reação, a 
glutationa redutase (GR) catalisa a redução da glutationa oxidada (GSSG) 
de volta à GSH, utilizando elétron NADPH (Figura 3) (Huang et al., 
2012).  
 
 
 
 
Figura 3. Reação geral do mecanismo antioxidante da glutationa peroxidase 
(GPx). Adaptado de Mattmiller et al., 2013. GPx: glutationa peroxidase. 
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A atividade da GPx dependerá do teor de selênio obtido a partir 
da dieta e está positivamente correlacionada com a ingestão de selênio 
(Bermingham et al., 2014). Por esse motivo, a atividade da GPx no sangue 
é um indicador amplamente utilizado para avaliar o estado nutricional 
relativo ao selênio e o status antioxidante, bem como um parâmetro para 
avaliar a resposta a sua administração terapêutica (Ibrahim et al., 2015; 
Meplan, 2015). Uma vez que o estresse oxidativo tem parte na 
fisiopatologia de muitas doenças, os efeitos antioxidantes mediados pelo 
selênio auxiliam na prevenção e/ou redução dos danos causados por esta 
condição (Valko et al, 2006). 
 
1.2.4. O papel do selênio na estabilidade genômica 
 
As ERO, tais como o radical superóxido (O2•–), H2O2 e radical 
hidroxila (OH•) atacam as bases nitrogenadas do DNA resultando em 
potencial erro de transcrição de sequência de DNA. Nas células, existem 
vias de reparo de DNA que evitam a permanência destes danos e ajudam 
a manter a estabilidade do genoma, auxiliando na prevenção do câncer 
(Cooke et al., 2005). 
Muitos componentes alimentares, tais como flavonóides e 
isotiocianatos, vitaminas C e E, e minerais como o selênio auxiliam na 
neutralização das ERO e estimulam as vias de reparo de dano oxidativo 
ao genoma. Assim, uma deficiência destes microconstituintes dietéticos 
poderia prejudicar as vias de reparo de DNA (Friso e Choi, 2005; 
Ferguson et al., 2015). Além disso, os estudos propõem que a redução dos 
danos ao DNA juntamente com um aumento na sua capacidade de reparo 
pode ser alcançada através dos alimentos como um todo, e não somente 
por meio de micronutrientes e fitoquímicos isolados (Slyskova et al, 
2014). 
Revisando o papel do selênio na manutenção da estabilidade 
genômica, Ferguson et al. (2012), descreveram que o uso moderado de 
certos compostos de selênio em testes experimentais com tecidos em 
meios de cultura ou em dietas de animais e seres humanos pode proteger 
contra a formação de adutos de DNA, quebras cromossômicas ou de DNA 
e contra o ganho ou perda de cromossomos. Além destes, podem haver 
efeitos gerais com impacto sobre a capacidade de reparo do DNA, como 
por exemplo, causar modificações pós-traducionais, alterando a atividade 
das enzimas de reparo. Várias glicosilases são reguladas por acetilação 
e/ou fosforilação e alguns autores já descreveram que o selênio altera a 
atividade de histonas cinases e desacetilases (Zeng, 2002; Xiang et al., 
2008). Zeng e colaboradores (2003) demonstraram que o selênio 
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fornecido à ratos sob a forma de brócolis enriquecido em selênio, pode 
estimular a tradução da GPx1 e a expressão da Gadd45, uma proteína 
envolvida na replicação e reparo de danos do DNA. A Figura 4 apresenta 
os possíveis mecanismos pelas quais o selênio poderia auxiliar na 
manutenção da estabilidade genômica. 
 
 
 
 
Figura 4. Mecanismos de ação propostos para os efeitos inerentes ao selênio na 
capacidade de redução dos danos ao DNA. Adaptada de Bera et al., 2013 e Jung 
et al., 2013. GPx: glutationa peroxidase. TrxR: tiorredoxina redutase. Gadd45: 
proteína induzida por dano ao DNA e parada de crescimento. PCNA: antígeno 
nuclear da proliferação celular. APE1: endonuclease apurínica 1. 
 
 
Uma outra proteína envolvida no processo de reparo do DNA é 
a histona H2AX, que quando fosforilada, exerce um papel fundamental 
no recrutamento de outras proteínas que atuam no reparo de quebras da 
dupla fita de DNA (Bassing et al., 2002; Celeste et al., 2002; Celeste et 
al., 2003) e, quando esta proteína é reduzida, o processo de reparo pode 
decair significativamente. Jerome-Morais e colaboradores (2013) 
demonstraram que o selênio pode aumentar a fosforilação da histona 
H2AX, funcionando como um arcabouço para o recrutamento de enzimas 
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de reparo do DNA (Lowndes e Toh, 2005; Thiriet e Hayes, 2005). 
Consequentemente, existem fortes argumentos para aumentar a ingestão 
de selênio e interesses em alimentos que contenham quantidades elevadas 
deste mineral (Vonderheide et al., 2002). 
 
1.2.5. Selênio e diabetes mellitus tipo 2 
 
A relação que o selênio possui com as doenças crônicas se deve 
a sua participação na estrutura das selenoproteínas. Como abordado 
anteriormente, a GPx tem o papel de reduzir H2O2 em água e oxigênio. 
Neste contexto, o selênio pode exercer grande influência sobre o binômio 
saúde e doença. Assim, o sistema antioxidante está diretamente ligado aos 
fatores ambientais e à ingestão de nutrientes e minerais como o selênio 
(Roberts e Sindhu, 2009). 
O potencial das selenoproteínas em proteger contra o estresse 
oxidativo levou à expectativa de que o selênio poderia proteger contra o 
DM2, e de fato num estudo da década de 1990, o selênio mostrou ter 
efeitos antidiabéticos e insulino-miméticos (Becker at al., 1996). 
Entretanto, é preciso ter imparcialidade ao discutir o estado nutricional 
relativo ao selênio e o risco para o desenvolvimento de DM2. 
Mueller et al. (2009) em uma revisão sobre selênio e diabetes, 
discutiram vários estudos que apontam efeitos adversos do elevado status 
de selênio ou do seu uso permanente na forma de suplementos, no 
diabetes e na síndrome metabólica. Estudos realizados com a população 
europeia também apresentaram resultados conflitantes, mostrando tanto 
efeitos adversos quanto benéficos do selênio em relação ao DM2 
(Kornhauser et al., 2008; Akbaraly et al., 2010; Stranges et al., 2010). 
Uma meta-análise conduzida por Mao et al. (2014) concluiu que 
a aplicação rotineira de suplementação de selênio para prevenção de DM2 
entre participantes caucasianos não é sustentada. Outro estudo observou 
que a suplementação de selênio não foi capaz de prevenir o DM2 
(Stranges et al., 2007). Curiosamente, Rayman et al. (2012) viram que 
adultos mais velhos com um status de selênio relativamente baixo não 
apresentaram efeitos diabetogênicos após uma suplementação durante 
seis meses com 100, 200 ou 300 µg de selênio/dia. Vários fatores 
importantes, como o status de selênio dos participantes, dosagem de 
selênio, etnia e duração do estudo podem afetar as associações entre 
suplementação de selênio e marcadores do metabolismo da insulina. 
Embora estudos anteriores tenham observado que a 
suplementação de selênio não está associada à menor risco de DM2, 
dados mais recentes acerca deste tema foram notados por Tabrizi et al. 
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(2017). Os autores conduziram uma revisão sistemática e meta-análise de 
ensaios clínicos randomizados para resumir o efeito 
da administração de selênio no metabolismo da glicose e nos perfis 
lipídicos em pacientes com doenças relacionadas à síndrome metabólica, 
como por exemplo, a DM2. Os resultados dos cinco estudos incluídos 
neste trabalho, sendo três destes com DM2, mostraram que a 
suplementação de selênio reduziu significativamente os níveis de insulina 
e o índice de verificação quantitativa da sensibilidade à insulina 
(QUICKI). Por outro lado, a suplementação de selênio não teve efeitos 
benéficos em outros parâmetros da homeostase de glicose, como glicemia 
de jejum, avaliação do modelo de homeostase de resistência à insulina 
(HOMA IR) e marcadores do perfil lipídico, como triglicerídeos (TG), 
colesterol total (CT), lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), 
lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de alta densidade 
(HDL). 
 
1.2.6. Castanha-do-Brasil: a melhor fonte dietética de selênio 
 
Até o momento, a melhor fonte alimentar vegetal de selênio é a 
castanha-do-Brasil, apresentando concentrações médias relatadas na 
literatura que variam de 8 a 83 µg de selênio por grama de castanha 
(Chang et al., 1995; Vonderheide et al., 2002; Kannamkumarath et al., 
2002; Bodó et al., 2003; Dumont et al., 2006; Ros, 2009). 
A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa, H.B.K., família 
Lecythidaceae) é uma planta nativa da região Amazônica, reconhecida 
pelo seu alto valor nutricional devido ao seu alto conteúdo de lipídios, 
cerca de 50 a 70%, além de conter proteínas (10 a 20%) e carboidratos 
(10 a 20%) (Elias e Bressani, 1961; Gonçalves et al., 2009). Esta semente 
também é rica em outros compostos bioativos tais como ácidos graxos 
essenciais (principalmente os ácidos oleico e linoleico), aminoácidos 
contendo enxofre (em particular a metionina e cisteína), vitaminas (A, E 
e folato), fibras, compostos fenólicos e minerais, tais como zinco, potássio 
e especialmente, o selênio. A castanha-do-Brasil é capaz de promover 
diversos benefícios à saúde humana, apresentando inclusive propriedades 
anticancerígenas (Ip e Lisk, 1994). Este efeito parece estar relacionado ao 
elevado conteúdo de selênio, principalmente presente sob a forma de 
SeMet, que é uma espécie de selênio altamente biodisponível 
(Kannamkumarath et al., 2002). 
Thomson e colaboradores (2008) realizaram um estudo para 
avaliar a eficácia da castanha-do-Brasil em aumentar o status de selênio 
em comparação com um suplemento de selênio (SeMet) na dose de 100 
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µg, em adultos deficientes deste micronutriente. Ao final de 12 semanas 
de tratamento, o consumo de duas castanhas-do-Brasil por dia, contendo 
em média 26 µg de selênio cada, foi tão eficaz em aumentar o status de 
selênio e a atividade da GPx quanto a suplementação com 100 µg de 
SeMet ao dia. O estudo ainda sugere que o selênio encontrado na castanha 
pode apresentar uma melhor biodisponibilidade do que o suplemento de 
SeMet em si, uma vez que a atividade da GPx no sangue foi maior no 
grupo que consumiu a castanha em comparação com o grupo 
suplementado com SeMet (Thomson et al., 2008). 
Maranhão et al. (2011) sugeriram que a ingestão em curto prazo 
(16 semanas) da castanha-do-Brasil por um grupo de adolescentes obesas 
influencia positivamente o perfil lipídico e a função microvascular, 
possivelmente devido aos altos níveis de substâncias bioativas e ácidos 
graxos insaturados. Dados semelhantes também foram demonstrados por 
Cominetti e colaboradores (2012), em que o consumo de uma castanha 
do Brasil (290 µg de selênio) ao dia durante oito semanas, por mulheres 
obesas, além da eficácia em aumentar o status de selênio, melhorou a 
atividade da GPx e reduziu o risco aterogênico, avaliado através do perfil 
lipídico, especialmente os níveis de HDL, que foram aumentados. 
Os compostos bioativos encontrados em outras sementes 
oleaginosas (Kocygit et al., 2006) e seus efeitos sobre o controle 
glicêmico (Kendall et al., 2010), a inflamação e a funcão endotelial (Ros 
et al., 2004; Ros, 2009) também já foram descritos. O consumo de 
amêndoas, por exemplo, foi capaz de reduzir os níveis de glicemia e 
insulina pós-prandial, além de diminuir o dano oxidativo em indivíduos 
saudáveis, após realizarem refeições ricas em carboidratos (Jenkins et al., 
2006). 
 
1.3. Justificativa 
 
Estudos epidemiológicos indicam que a incidência do DM2 e 
pré-diabetes pode ser reduzida através de mudanças no estilo de vida, 
como o não-tabagismo, a prática de atividade física, a reeducação 
alimentar e a perda de peso (Hu et al., 2001; Laaksonen et al., 2010). Estes 
estudos dão respaldo a importância das influências ambientais na 
patogênese da DM2. 
A ingestão de micronutrientes a partir de fontes alimentares é 
preferível às práticas de suplementação alternativas quando o objetivo é 
melhorar o estado nutricional de uma população, pois os alimentos 
apresentam baixo custo, são sustentáveis e têm menor risco de toxicidade 
(Finley, 2005). Dado o custo relativamente baixo, a alta 
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biodisponibilidade, e o aumento da popularidade da castanha-do-Brasil, a 
inclusão deste alimento rico em selênio na dieta parece ser uma opção 
adequada para melhorar o status de selênio em humanos. Uma simples 
recomendação de saúde pública para incluir apenas 1 castanha-do-Brasil 
na dieta evita a necessidade de fortificação de alimentos ou o uso de 
suplementos de alto custo com o intuito de melhorar os níveis séricos de 
selênio (Thomson et al., 2008). 
Em contrapartida, a epidemia do DM2, juntamente com os seus 
elevados custos humanos e econômicos, não está mostrando sinais de 
redução e, portanto, novas abordagens são urgentemente necessárias para 
prevenir e retardar a progressão e limitar as consequências desta doença. 
Até o momento, não existem estudos que relatam os efeitos da ingestão 
de castanha-do-Brasil sobre o estresse oxidativo e instabilidade genômica 
de indivíduos diagnosticados com DM2. No entanto, os efeitos desta 
semente já descritos na literatura mostraram-se benéficos em outras 
doenças. Com base na literatura apresentada, que confirma a existência 
de um grande descontrole metabólico, além de uma instabilidade 
genômica nos indivíduos diagnosticados com DM2 e, devido ao fato da 
utilização de nutrientes através de fontes alimentares apresentar uma 
melhor biodisponibilidade dos mesmos, o objetivo deste estudo foi 
investigar os efeitos da ingestão de selênio através da castanha-do-Brasil 
sobre a modulação de parâmetros bioquímicos e genéticos em indivíduos 
com DM2. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 
 
Investigar os efeitos da ingestão de selênio através do consumo 
de castanha-do-Brasil sobre a modulação de parâmetros bioquímicos e 
genéticos em indivíduos com DM2. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
1. Avaliar o estado nutricional relativo ao selênio antes e 
depois da ingestão de castanha-do-Brasil em soro de indivíduos com 
DM2; 
2. Avaliar os efeitos da ingestão de selênio através da 
castanha-do-Brasil sobre os perfis glicêmico, lipídico, inflamatório, 
hepático, renal em indivíduos com DM2; 
3. Investigar os efeitos da ingestão de selênio através da 
castanha-do-Brasil sobre indicadores da produção de oxidantes em 
plasma de indivíduos com DM2; 
4. Investigar os efeitos da ingestão de selênio através da 
castanha-do-Brasil sobre as defesas antioxidantes em plasma de 
indivíduos com DM2; 
5. Investigar os efeitos da ingestão de selênio através da 
castanha-do-Brasil sobre marcadores de dano oxidativo a 
macromoléculas em plasma de indivíduos com DM2; 
6. Analisar os efeitos da ingestão de selênio através da 
castanha-do-Brasil sobre os danos ao DNA em sangue de indivíduos com 
DM2; 
7. Analisar os efeitos da ingestão de selênio através da 
castanha-do-Brasil sobre o número de micronúcleos (MN) em células 
esfoliadas da mucosa bucal de indivíduos com DM2; 
8. Verificar se existe associação entre os níveis séricos de 
selênio versus perfil glicêmico, produção de ERO e ERN, dano oxidativo 
a macromoléculas, defesas antioxidantes, danos ao DNA e número de 
micronúcleos em indivíduos com DM2. 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 
 
3.1. Casuística 
 
3.1.1. Classificação e local de realização da pesquisa 
 
Este estudo classifica-se como do tipo experimental, com 
abordagem quantitativa e de corte longitudinal. 
Este trabalho foi realizado nas instalações das Clínicas Integradas 
da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), uma das 
estruturas da Unidade Acadêmica de Ciências da Saúde (UNASAU), e no 
Laboratório de Biologia Celular e Molecular (LABIM), um dos 
laboratórios do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde 
(PPGCS) da UNESC, em colaboração com o Departamento de Saúde 
Ambiental do Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge (Porto, 
Portugal) e Laboratório de Fisiologia e Bioquímica do Exercício, do 
PPGCS da UNESC.  
 
3.1.2. Considerações éticas 
 
Este estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da 
UNESC, de acordo a Resolução nº 466 de 2012 do Conselho Nacional de 
Saúde, sendo aprovado sob o parecer número 1.086.099 (Anexo I). Todos 
os indivíduos deste estudo tiveram sua participação de maneira 
voluntária, com prévia autorização dos mesmos e da UNESC, antes de 
serem incluídos na pesquisa. Além disso, foi garantido o sigilo dos dados 
dos participantes. 
 
3.1.3. Cálculo da amostra 
 
O cálculo do tamanho mínimo da amostra foi realizado por meio 
do software WinPEPI 
(http://www.brixtonhealth.com/pepi4windows.html) (Abramson, 2011). 
Para o cálculo do tamanho mínimo da amostra utilizou-se um nível de 
significância α = 0,05 e poder de 0,80. Li e colaboradores (2007) 
encontraram uma redução no dano do DNA de 5,2 ± 10,07%, dados estes, 
que foram também utilizados como insumos para o cálculo do tamanho 
mínimo da amostra, que resultou em 64 observações, ou seja, 32 antes e 
32 depois do consumo de castanha-do-Brasil. Considerando uma perda 
amostral de 50% das observações, o número total de observações 
necessário neste estudo foi de no mínimo 96, ou seja, 48 antes e 48 depois. 
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Contudo, este estudo alcançou 148 observações, isto é, 74 antes e 74 
depois do consumo de castanha-do-Brasil. 
 
3.1.4. Critérios de inclusão 
 
Foram incluídos neste estudo pacientes diagnosticados com DM2 
há pelo menos cinco anos, de ambos os sexos, inscritos nos projetos de 
extensão do Serviço de Enfermagem das Clínicas Integradas da UNESC, 
com sobrepeso ou obesidade e peso estável nos últimos seis meses, sem 
intenção de mudança de hábitos de vida, sem uso de suplementos 
alimentares, sem consumo regular de castanha-do-Brasil, não alérgicos às 
oleaginosas, não fumantes, com idade entre 45 e 80 anos, e que aceitaram 
assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo II), o qual 
descreve informações sobre o projeto, de acordo com a Resolução CNS 
nº 466 de 2012. 
 
3.1.5. Critérios de exclusão 
 
Foram excluídos desta pesquisa os pacientes que interromperam 
o tratamento proposto por este estudo, que iniciaram outro tratamento 
paralelo ao proposto pelo estudo, e que apresentaram alguma 
complicação microvascular e/ou macrovascular durante o período 
experimental. 
 
3.1.6. População estudada 
 
Esta pesquisa foi realizada com indivíduos com diagnóstico de 
DM2 há pelo menos cinco anos, voluntários, de ambos os sexos, com 
idade entre 45 e 80 anos, inscritos nos projetos de extensão do Serviço de 
Enfermagem das Clínicas Integradas da UNASAU da UNESC. Os 
participantes foram recrutados a partir do acesso aos prontuários 
armazenados nas Clínicas Integradas, para a detecção de diagnóstico de 
DM2 há pelo menos cinco anos e acesso aos contatos pessoais dos 
participantes para agendamento da explicação detalhada do estudo e 
procedimentos da pesquisa.  
O primeiro contato com os indivíduos pré-selecionados foi 
necessário para verificar se os mesmos preenchiam os critérios de 
inclusão. Tais critérios elegeram 133 pacientes que, após serem 
informados do propósito do presente estudo, dos procedimentos da 
pesquisa, de todos os seus direitos, riscos e benefícios e da participação 
não obrigatória foram convidados a participar desta pesquisa. Todos os 
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133 indivíduos deram seu consentimento por escrito, sendo então 
contatados posteriormente por telefone, para agendamento da primeira 
coleta de amostra dos materiais biológicos e entrega das castanhas. 
Todos os participantes apresentavam peso corporal estável, 
hábitos alimentares e níveis de atividade física constantes por no mínimo 
quatro semanas que antecederam o início do estudo. Todos os tratamentos 
adotados anteriormente ao estudo pelos participantes foram mantidos e 
inalterados, e todos os participantes usavam diariamente insulina, 
metformina e estatina. 
Ao término da segunda coleta de sangue foram contabilizados 74 
participantes que compareceram às duas coletas, fizeram o consumo 
corretamente, e não apresentaram nenhuma alteração de saúde nesse 
período (Figura 5). 
 
 
 
 
Figura 5. Fluxograma geral da população estudada. 
 
 
 
 
 
133 pacientes com DM2 
foram selecionados e deram 
seu consentimento por escrito
127 pacientes compareceram 
na primeira coleta de amostras
107 pacientes compareceram 
na segunda coleta de amostras
Os dados de 74 pacientes foram 
analisados
Os dados de 33 pacientes 
não foram adequados para análise
Procedimentos éticos
06 pacientes não compareceram 
na primeira coleta de amostras
20 pacientes não compareceram 
na segunda coleta de amostras
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3.1.7. Protocolo experimental 
 
O estudo contou com duas etapas  (Figura 6), entre as quais houve 
o consumo diário de uma castanha-do-Brasil por um período de seis 
meses (Rita Cardoso et al., 2016). 
 
 
 
 
Figura 6. Protocolo experimental. 
 
 
Em cada etapa, sendo a primeira imediatamente antes do início 
do consumo da castanha-do-Brasil, e a segunda, imediatamente após o 
término dos seis meses de consumo das castatnhas, foram realizadas 
avaliação antropométrica e coleta de amostras de sangue e de células 
esfoliadas da mucosa bucal. 
A cada 30 dias, os pesquisadores forneciam a cada participante 
30 castanhas, juntamente com as informações nutricionais, as orientações 
e um calendário para controle do consumo. As castanhas foram entregues 
em embalagens de plástico, contendo uma castanha por embalagem. 
As castanhas-do-Brasil utilizadas no estudo eram orgânicas, 
originárias de Itacoatiara, no Amazonas, e foram em parte cedidas e em 
parte adquiridas do Instituto Excelsa. Os dados relacionados à 
composição centesimal e à concentração de selênio desta castanha estão 
apresentados na Tabela 1. O peso médio de cada castanha foi de 3,7 g, 
portanto cada unidade forneceu em torno de 213,7 µg de selênio.  
 
 
 
1 CASTANHA-DO-BRASIL ao dia 
6 mesesAntes do consumo Depois do consumo
Avaliação antropométrica 
Coleta de células esfoliadas 
da mucosa bucal 
Coleta de sangue
Avaliação antropométrica 
Coleta de células esfoliadas 
da mucosa bucal 
Coleta de sangue
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Tabela 1. Composição centesimal e concentração de selênio das castanhas-do-
Brasil utilizadas no estudo 
Nutriente Média ± DP 
Energia, kCal 714,79 ± 31,56 
Carboidratos, g 10,89 ± 5,54 
Proteínas, g 16,27 ± 0,07 
Lipídios, g 67,35 ± 5,88 
Umidade, % 2,42 ± 0,05 
Cinzas, % 3,07 ± 1,07 
Selênio, µg/g 57,75 ± 5,96 
DP: desvio padrão. Fonte: Cardoso, 2014. 
 
 
Periodicamente os pesquisadores entravam em contato 
pessoalmente ou por telefone com o intuito de verificar a adesão ao 
consumo. Todos os participantes foram orientados a devolver as 
castanhas não com sumidas, e a adesão foi considerada quando houve um 
consumo mínimo de 85% das castanhas. Todos os participantes foram 
orientados para que não houvesse alterações no padrão alimentar e uso de 
novos suplementos e/ou medicamentos durante o período de estudo. 
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3.2. Métodos 
 
A Figura 7 apresenta o esquema das análises que foram 
realizadas nesta pesquisa. 
 
 
 
 
Figura 7. Resumo das análises realizadas neste estudo. 
 
 
3.2.1. Avaliação antropométrica 
 
A altura e o peso corporal foram mensurados utilizando-se uma 
balança digital com estadiômetro (Welmy®, modelo W200/5). O índice 
de massa corporal (IMC) foi calculado através da divisão do peso em kg 
pela altura em metros elevada ao quadrado, e o resultado expresso em 
kg/m2. 
Os dados da circunferência abdominal foram coletados no maior 
perímetro abdominal (entre o rebordo costal inferior e a crista ilíaca), 
utilizando-se uma fita métrica. Conforme recomendações da Organização 
Mundial da Saúde (OMS), solicitou-se ao paciente que ficasse em posição 
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supina, fizesse uma inspiração profunda e, ao final da expiração, foi 
coletada a medida, expressa em cm. 
 
3.2.2. Coleta, transporte, processamento e armazenamento das 
amostras biológicas  
 
Nas duas fases do estudo, as coletas dos materiais biológicos 
foram realizadas nas dependências das Clínicas Integradas da UNASAU 
da UNESC. 
A coleta do sangue foi feita através de punção venosa periférica 
(membros superiores, 30 mL/ indivíduo), após 12 h de jejum. Foram 
utilizadas seringas plásticas descartáveis e agulhas de aço inoxidável, 
estéreis e descartáveis. Devido às diversas dosagens que foram feitas, o 
sangue foi coletado em tubos específicos para coleta à vácuo, como segue: 
tubo contendo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), tubo contendo 
heparina sódica, tubo seco livre de metais e, tubo sem aditivos. O sangue 
foi imediatamente armazenado a 4ºC e transportado para o LABIM 
(UNESC). 
Os tubos de coleta à vácuo sem aditivos e contendo EDTA foram 
encaminhados para um laboratório de análises clínicas terceirizado para 
avaliação dos perfis glicêmico, lipídico, hepático, renal, tireoidiano e 
inflamatório. 
As amostras de sangue dos tubos de coleta à vácuo livre de metais 
foram centrifugadas a 3000 x g durante 10 min. Após a centrifugação, o 
soro foi fracionado em dois microtubos contendo 1,5 mL de soro cada e, 
congelados a -80ºC. Ao final das duas fases do estudo, o soro foi enviado 
para um laboratório terceirizado para quantificação dos níveis de selênio. 
As amostras de sangue coletadas em tubos contendo heparina 
sódica foram utilizadas para obtenção de sangue total e plasma. 
Inicialmente, uma pequena parte destas amostras de sangue (500 µL) 
foram criopreservadas para posterior realização do ensaio cometa. Para a 
criopreservação, adicionou-se uma quantidade igual de 1:4 (v/v) de 
DMSO e RPMI 1640 às amostras de sangue. Esta mistura de sangue com 
solução de congelamento foi então armazenada em alíquotas de 200 µL 
cada, a -80ºC. Ao final das coletas de sangue, as amostras foram 
exportadas por uma empresa especializada, para o Departamento de 
Saúde Ambiental, do Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, 
situado na cidade do Porto (Portugal) e mantiveram-se armazenadas a -
80ºC até o momento do uso. Após separar as alíquotas de 500 µL para o 
procedimento supracitado, o sangue coletado nos tubos heparinizados foi 
levado à centrifugação a 3000 x g por 10 min, a 4ºC. Após a 
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centrifugação, o plasma foi fracionado em dois microtubos contendo 1 
mL de plasma cada e, congelados a -80ºC para posterior análise dos 
parâmetros de estresse oxidativo. 
A coleta das células esfoliadas da mucosa bucal foi realizada por 
meio de uma escova citológica (Cytobrush®) retirando-se a amostra do 
epitélio bucal direito e esquerdo, após um enxágue bucal realizado com 
água, com a função de retirar material bruto que poderia dificultar no 
momento da análise microscópica. As células coletadas foram 
depositadas em tubos cônicos de 15 mL contendo solução fixadora 
Saccomanno (etanol 50% (v/v) e polietileno-glicol 2% (v/v)  diluídos em 
água destilada) e transportadas até o LABIM, onde foram processadas no 
mesmo dia da coleta conforme descrito previamente por (Thomas et al., 
2009). 
 
3.2.3. Determinação das concentrações séricas de selênio 
 
Os níveis séricos de selênio foram quantificados através de 
espectrofotometria de absorção atômica com forno de grafite (com 
correção de Zeeman), como descrito anteriormente por Jacobson e 
Lockitch (1988). 
 
3.2.4. Análises bioquímicas 
 
As concentrações séricas de glicose, insulina, HbA1c, CT, HDL, 
TG, aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-
glutamiltransferase (GGT), creatinina, uréia e homocisteína foram 
avaliadas imediatamente após a coleta das amostras de sangue dos 
participantes do estudo. As concentrações séricas de proteína C reativa 
ultrassensível (PCR-us) foram avaliadas por um laboratório de suporte 
em até 24 h após a realização da coleta das amostras de sangue. As 
análises foram realizadas antes do consumo e ao final da intervenção, em 
parceria com um laboratório de análises clínicas de Criciúma (SC, Brasil). 
A porcentagem de HbA1c foi analisada a partir das amostras de 
sangue com EDTA, por cromatografia liquida de alta resolução (HPLC). 
A glicemia de jejum (mg/dL), AST (U/L), ALT (U/L) e uréia (mg/dL) 
foram quantificadas pelo método enzimático. As concentrações de CT 
(mg/dL) e TG (mg/dL) foram mensurados pelo método enzimático 
colorimétrico. As concentrações de HDL (mg/dL) foram quantificadas 
pelo método enzimático fotométrico. Os níveis de creatinina (mg/dL) e 
GGT (U/L) foram determinados pelo método cinético. As concentrações 
de insulina (µUI/mL) foram determinadas por quimioluminescência. 
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níveis de homocisteína (µmol/L) foram mensurados por imunoensaio 
quimioluminescente de micropartículas. Por último, a PCR-us (mg/L) foi 
quantificada por imunoturbidimetria. 
A partir dos valores obtidos de glicemia de jejum e insulina 
foram calculados os valores de HOMA IR, que avalia a resistência 
insulínica, conforme a fórmula a seguir: (insulina de jejum, µUI/mL x 
glicemia de jejum, mmol/L) / 22,5. Além disso, foram calculados os 
valores de HOMA β para a avaliação da função das células beta 
pancreáticas, conforme a fórmula a seguir: (20 x insulina de jejum, 
µUI/mL) / (glicemia de jejum, mmol/L – 3,5) (Matthews et al., 1985; 
Geloneze et al., 2006). Por último, também foram calculados os valores 
do QUICKI, que avalia sensibilidade a insulina, conforme a fórmula a 
seguir: 1/ [log (insulina de jejum, µUI/mL) + log (glicemia de jejum, 
mg/dL)] (Katz et al., 2000). 
Os valores do LDL foram estimados a partir da fórmula de 
Friedewald. A fórmula de Friedewald calcula o valor de LDL utilizando 
os valores de CT, HDL e TG, conforme a fórmula a seguir: LDL = CT – 
HDL – VLDL, onde: VLDL, mg/dL = TG, mg/dL / 5. O cálculo do 
colesterol não-HDL utiliza os valores de colesterol total e HDL, e é obtido 
a partir da diferença entre esses dois valores (Friedewald et al., 1972; 
Contois et al., 2011). Utilizando-se dos valores de TG e HDL, calculou-
se também a razão TG/HDL, pela fórmula: TG, mg/dL / HDL, mg/dL, 
também denominada Índice de Castelli I. 
A filtração glomerular estimada foi calculada a partir do 
clearance de creatinina baseada na fórmula de Cockcroft-Gault = [(140 – 
idade) x peso] / (72 x creatinina sérica, mg/dL), expresso ml/min/1,73m2. 
Para mulheres, multiplica-se ainda o resultado final por 0,85 (Cockcroft 
e Gault, 1976). 
  
3.2.5. Indicadores da produção de oxidantes 
 
Níveis de 2',7'-diclorofluoresceína (DCF): a produção de 
hidroperóxidos no plasma foi determinada pela formação intracelular de 
DCF, a partir da oxidação do diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceína 
(H2DCF-DA) por ERO, de acordo com o método descrito anteriormente 
por Dong et al. (2010), com algumas modificações. Os resultados foram 
expressos em U fluorescência/mg proteína. 
 
Conteúdo de nitritos: a produção de óxido nítrico (NO) foi 
avaliada espectrofotometricamente através do metabólito estável nitrito 
(Chae et al., 2004). Para mensurar o conteúdo de nitrito, as amostras de 
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plasma foram incubadas com reagente Griess (sulfanilamida 1% e N-(1-
naftil)-etilenodiamina 0,1%) em temperatura ambiente por 10 min, e a 
absorbância foi medida a 540 nm. O conteúdo de nitritos foi calculado 
com base numa curva padrão de 0 a 100 nM realizada com o metabólito 
nitrito de sódio (NaNO2). Os resultados foram expressos em µmol nitrito/ 
mg proteína. 
 
3.2.6. Marcadores de dano oxidativo à proteínas e lipídios 
 
Conteúdo de tióis totais: a oxidação dos tióis livres da amostra 
leva à formação de pontes dissulfeto. O ácido 5,5’-ditiobis(2-
nitrobenzóico) (DTNB), reagente de cor, é reduzido pelos tióis não 
oxidados, gerando um derivado amarelo, o ácido 5-tio-2-nitrobenzóico  
(TNB), lido espectrofotometricamente a 412 nm (ε = 13600 M-1cm-1) 
(Aksenov e Markesbery, 2001). Os resultados foram expressos em nmol 
de TNB/ mg proteína. 
 
Carbonilação de proteínas: o dano oxidativo a proteínas foi 
avaliado através da determinação de grupamentos carbonila. Neste 
ensaio, os grupos carbonilas reagem com dinitrofenilhidrazina, levando a 
formação de hidrazonas correspondentes. O conteúdo de grupamentos 
carbonila foi determinado espectrofotometricamente a 370 nm, usando 
um coeficiente de extinção molar de dinitrofenilhidrazonas de 22000 M-
1.cm-1 e expresso em nmol/ mg de proteína, como previamente descrito 
por Levine et al., 1990. 
 
Formação de malondialdeído (MDA): como índice de 
lipoperoxidação foi quantificada a formação de MDA, mensurado por 
HPLC (Proeminence Shimadzu, JP), em uma coluna Ascentis® C18 (250 
x 2.1 mm, 5 µm, Supelco Sigma-Aldrich), segundo (Grotto et al., 2007). 
 
3.2.7. Defesas antioxidantes 
 
Conteúdo de GSH: os níveis de GSH foram determinados como 
descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas adaptações. GSH foi 
mensurado após precipitação de proteína com 1 mL de ácido 
tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampão de 
fosfato 800 mM, pH 7,4 e DTNB 500 µM. O desenvolvimento de cor 
resultante a partir da reação entre o DTNB e tióis atingiu um máximo em 
5 minutos e manteve-se estável durante mais de 30 min. A absorbância 
foi lida a 412 nm depois de 10 min. Uma curva padrão de glutationa 
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reduzida foi usado para calcular os níveis de GSH nas amostras. 
 
Atividade da GPx: a atividade da GPx foi analisada a partir da 
taxa de decaimento do NADPH. A determinação foi realizada em 
espectrofotômetro a 340 nm, conforme Flohé e Günzler (1984). Os 
resultados foram calculados como U/ mg proteína, sendo que 1 U 
corresponde a 1 µmol de peróxido transformado em água por min.  
 
Atividade da CAT: a atividade da CAT foi determinada pela taxa 
de decaimento do peróxido de hidrogênio, analisada em 
espectrofotômetro a 240 nm, conforme descrito anteriormente por Aebi 
(1984). Os resultados foram expressos em U/mg proteína. 
 
3.2.8. Dosagem de proteínas 
 
A dosagem de proteínas a partir do plasma foi feita através do 
método de Lowry et al. (1951), utilizando-se a albumina sérica bovina 
como padrão. 
 
3.2.9. Ensaio Cometa na versão alcalina 
 
O Ensaio Cometa (Figura 8) na versão alcalina foi realizado 
como descrito previamente por Singh e colaboradores (Singh et al., 1988) 
com algumas modificações (Al-Salmani et al., 2011; Costa et al., 2008). 
Resumidamente, utilizam-se núcleos embebidos numa camada fina de 
agarose, que são distribuídos em 12 minigéis por lâmina. Todas as 
proteínas celulares são removidas por lise celular. O DNA sofre 
desnaturação em condições alcalinas e logo após, é aplicado um campo 
elétrico (eletroforese) para permitir que os fragmentos de DNA migrem a 
partir do núcleo. Na sua versão alcalina, o ensaio detecta quebras simples 
e duplas, locais de reparação incompleta e sítios alcali-lábeis (McKelvey-
Martin et al., 1993). 
Antes do ensaio, as amostras de sangue total foram rapidamente 
descongeladas em gelo (4ºC). Os minigéis foram feitos a partir de uma 
mistura de 5 µL de sangue com 300 µL de agarose de baixo ponto de 
fusão a 0,6% (Figura 8). Colocou-se então 10 µL de tal mistura (células 
com agarose) em lâmina de microscópio pré-revestida com agarose de 
ponto de fusão normal a 1%. As amostras foram analisadas em duplicata, 
ou seja, foram feitos dois minigéis por indivíduo. Imediatamente após o 
preparo das lâminas, as mesmas foram colocadas na geladeira por 
aproximadamente 5 min, para solidificação dos minigéis. Após este curto 
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intervalo de tempo, as lâminas foram imersas em solução de lise gelada, 
preparada alguns minutos antes do uso (NaCl 2,5 M, Na2EDTA 100 mM, 
Tris-base 10 mM, NaOH 0,25 M, pH 10, 1% Triton X-100), e 
permaneceram durante pelo menos 1 h a 4ºC no escuro. Após este 
período, as lâminas foram submersas em solução de eletroforese 
(Na2EDTA 1 mM, NaOH 300 mM) durante 20 min a 4ºC, para permitir 
o desenovelamento do DNA. A eletroforese foi realizada durante 20 min 
a 30 V e 300 mA. Para a neutralização, as lâminas foram lavadas durante 
10 min em PBS gelado e durante mais 10 min em água destilada gelada. 
As lâminas foram então fixadas em etanol a 70% durante 15 min e em 
etanol absoluto durante mais 15 min.  
 
 
 
Figura 8. Representação esquemática do ensaio cometa. 
 
Suspensão celular
Preparo dos géis
Solução de lise
Tratamento 
enzimático
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Fixação
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Análise
Tratamento alcalino e
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cabeça
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As lâminas secas foram coradas com SYBR® Gold (Invitrogen, 
EUA) na diluição recomendada pelo fabricante, durante 20 min, em 
banho com agitação. Ao final, foram enxaguadas duas vezes com água 
destilada e deixadas secar a temperatura ambiente. Um total de 100 
células por indivíduo (50 células/minigel) foram analisadas usando o 
sistema de análise de imagem semi-automatizado Comet Assay IV 
(Perceptive Instruments, UK). As análises microscópicas foram feitas em 
um microscópio de fluorescência (Eclipse E400, Nikon Instruments, JP), 
com objetiva de 40X. O parâmetro utilizado para avaliar o dano ao DNA 
foi a intensidade da fluorescência na cauda deslocada a partir do 
nucleóide (tail intensity), formando uma espécie de cometa. Os valores 
foram expressos como porcentagem de DNA na cauda. 
 
3.2.10. Ensaio Cometa com tratamento enzimático (FPG) 
 
O Ensaio Cometa modificado foi realizado como descrito por 
Azqueta e Collins (2013). Para a medição de purinas oxidadas, após a lise, 
as lâminas foram lavadas 3 vezes (5 min a cada vez) com tampão gelado 
(KCl 0,1 M, Na2EDTA 0,5 mM, HEPES 40 mM, BSA 0,2 mg/mL, pH 
8,0) e incubadas durante 30 min a 37ºC com FPG (na diluição 
recomendada pelo fabricante) ou tampão. As etapas seguintes foram 
realizadas de acordo com a versão alcalina do Ensaio Cometa, descrita no 
item anterior. A porcentagem de DNA na cauda do cometa foi o 
parâmetro de dano do DNA avaliado para descrever a formação de 
cometas. Os sítios sensíveis à FPG foram calculados através da diferença 
entre o valor obtido para a % de DNA na cauda dos núcleos tratados com 
tampão e do valor obtido para a % de DNA na cauda dos núcleos tratados 
com FPG. 
 
3.2.11. Teste de MN em células esfoliadas da mucosa bucal 
 
O teste de MN foi realizado como descrito previamente por 
Thomas et al. (2009). As células esfoliadas da mucosa bucal depositadas 
em fixador Saccomanno foram centrifugadas três vezes, a 580 x g por 10 
min, desprezando-se o sobrenadante e completando o volume para 5 mL 
com tampão mucosa, a cada ciclo de centrifugação. Este procedimento 
ajuda a inativar DNAses endógenas presentes na cavidade oral e a 
remover bactérias e resíduos celulares que poderiam prejudicar a 
contagem. Após a última centrifugação, as células foram fixadas (etanol: 
ácido acético glacial, 3:1 v/v) por 10 min. Uma alíquota de 150 µL da 
suspensão celular foi transferida para lâminas de microscópio com uma 
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pipeta Pasteur, a uma altura aproximada de 40 cm. Ao final, as lâminas 
foram deixadas secar ao ar livre, por no mínimo 24 h. Antes da coloração, 
as lâminas contendo as células fixadas foram imersas em etanol 50% (v/v) 
e etanol 20% (v/v), durante 1 min cada, e lavadas com água destilada 
durante 2 min. A coloração das lâminas foi baseada na metodologia de 
Feulgen-Fast Green, que consistiu na utilização do reagente de Schiff e 
contra coloração com Fast-Green. Primeiramente, as lâminas foram 
colocadas em uma solução de HCl 5 M por 30 min a temperatura 
ambiente, para hidrolisar as células. As lâminas foram então lavadas com 
água destilada e coradas no reagente de Schiff por 2 h no escuro, a 
temperatura ambiente e, em seguida, lavadas com água destilada. Por 
último, as lâminas foram coradas com Fast-Green a 0,1% (p/v) por 5 seg 
e lavadas duas vezes em água destilada, durante 10 seg cada. Ao final, as 
lâminas foram fixadas em etanol absoluto, para posterior leitura. 
Os biomarcadores de dano do DNA (número total de 
micronúcleos e brotos nucleares), defeitos citocinéticos (células 
binucleadas), potencial proliferativo (células basais) e morte celular 
(picnose, cariorrexia, cariólise e cromatina condensada) foram 
classificados de acordo com Bolognesi et al. (2013). A contagem foi 
realizada em microscópio óptico (Eclipse E100, Nikon Instruments, JP) a 
uma ampliação de 1000X. Para cada indivíduo foram analisadas 2000 
células para contagem de micronúcleos e brotos nucleares e, 1000 células 
para os outros biomarcadores. Os resultados são apresentados como o 
número de biomarcadores por 1000 células (‰). 
 
3.2.12. Análise estatística dos dados 
 
Primeiramente foi realizada a análise descritiva das variáveis, 
antes e depois do consumo de castanha-do-Brasil. Os dados para 
caracterização da população estudada foram expostos como mediana e 
intervalo interquartil (25% – 75%) para melhor visualização dos pontos 
de corte na qual os participantes estavam inseridos. Os dados referentes 
às análises bioquímicas clínicas foram expostos como média ± desvio 
padrão (DP). Os dados referentes aos danos ao DNA e estresse oxidativo 
foram expostos como média ± erro padrão (EP). 
Considerando o tamanho da população estudada (n = 74), a 
normalidade das variáveis foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. As variáveis que possuíam distribuição normal foram 
analisadas através de testes paramétricos e, portanto, para comparar os 
dados antes e depois do consumo de castanha-do-Brasil, foi aplicado o 
teste t pareado. Já as variáveis que afastaram-se significativamente da 
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normalidade foram analisadas através de testes não paramétricos. Neste 
último caso, para comparar as variáveis antes e depois do consumo de 
castanha-do-Brasil, foi utilizado o teste de Wilcoxon. 
Para verificar a possível associação entre os níveis de selênio e 
as variáveis referentes ao perfil glicêmico, estresse oxidativo e danos ao 
DNA, realizou-se o teste de correlação de Spearman, uma vez que os 
dados destas variáveis afastaram-se significativamente da normalidade. 
Todos os testes foram realizados utilizando o programa 
GraphPad Prism 6. As diferenças entre os grupos foram consideradas 
significativas quando p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Caracterização da população estudada 
 
Ao total, 74 participantes completaram o ensaio clínico. Destes, 
37 eram homens, com idade de 61,0 [IQ: 57,0 – 67,5] anos, IMC de 30,0 
[IQ: 27,9 – 33,1] kg/m2 e circunferência abdominal de 106 [IQ: 102 – 
113] cm. As outras 37 participantes eram mulheres, com idade de 66,0 
[IQ: 59,0 – 70,0] anos, IMC de 32,9 [IQ: 29,5 – 35,9] kg/m2 e 
circunferência abdominal de 105 [IQ: 98 – 116] cm (Tabela 2). 
 
 
Tabela 2. Características da população estudada antes e depois do consumo de 
castanha-do-Brasil 
 Antes do consumo Depois do consumo 
 Mediana [IQ 25 – 75] Mediana [IQ 25 – 75] 
Homens, n (%) 37 (50%) - 
     Idade, anos 61,0 [57,0 – 67,5] - 
     Peso, kg 92,0 [82,1 – 100,3] 90,0 [83,5 – 100,0] 
     IMC, kg/ m2 30,0 [27,9 – 33,1] 29,7 [28,1 – 33,1] 
     CA, cm 106 [102 – 113] 111 [104 – 114]** 
Mulheres, n (%) 37 (50%) - 
     Idade, anos 66,0 [59,0 – 70,0] - 
     Peso, kg 78,0 [69,0 – 88,7] 78,0 [67,5 – 88,0] 
     IMC, kg/ m2 32,9 [29,5 – 35,9] 32,5 [29,3 – 36,3] 
     CA, cm 105 [98 – 116] 109 [101 – 117] 
IQ: intervalo interquartil. 
IMC: índice de massa corporal. 
CA: circunferência abdominal. 
Os dados representam a frequência (porcentagem) e mediana [IQ]. 
** p < 0,01, calculado pelo teste t pareado. 
 
 
Para melhor homogeneidade amostral, foram inclusos nesta 
pesquisa somente indivíduos com excesso de peso, desta maneira, todos 
apresentavam IMC > 27 kg/m2. Tanto em homens quanto em mulheres, 
os dados de IMC obtidos depois do consumo da castanha não diferiram 
do início do estudo. Por outro lado, ao final do ensaio clínico, os homens 
tiveram a circunferência abdominal aumentada, quando comparada com 
os valores obtidos no início do estudo (p = 0,009).  
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4.2. Níveis de selênio após o consumo da castanha-do-Brasil 
 
Para comprovar a eficácia do consumo de castanha-do-Brasil 
como fonte dietética de selênio, os níveis séricos deste mineral (µg/L) 
foram avaliados antes e após seis meses de consumo deste fruto 
oleaginoso (Figura 9). Foram verificadas mudanças significativamente 
positivas nas concentrações séricas de selênio ao longo do ensaio clínico 
(antes do consumo: 55,7 ± 14,7; depois do consumo: 177,4 ± 47,1; p < 
0,0001). No início do estudo, cinco participantes apresentavam nível 
sérico de selênio adequado, conforme a referência mais aceita (> 84 – 100 
µg/L) (Thomson, 2004) e, após os seis meses de consumo da castanha, 
com exceção de apenas dois participantes, todos os outros não 
apresentaram deficiência do mineral. 
 
 
 
Figura 9. Concentração sérica de selênio (µg/L) antes e depois de seis meses de 
consumo da castanha-do-Brasil por indivíduos com diabetes mellitus tipo 2. 
Os dados representam a média ± desvio padrão. *** p < 0,001, calculado pelo 
teste de Wilcoxon. 
 
 
4.3. Efeitos da ingestão de selênio sobre os perfis glicêmico, 
lipídico, inflamatório, hepático e renal 
  
 A manutenção dos níveis séricos de selênio não foi acompanhada 
de melhora na homeostase glicêmica (Tabela 3). Foram observadas 
mudanças significativas na glicemia e insulina de jejum. Tanto os níveis 
de glicemia de jejum quando os níveis de insulina de jejum foram 
aumentados significativamente após seis meses de consumo da castanha 
(p = 0,023 e p = 0,006, respectivamente). Ao verificar os níveis de HbA1c, 
não foi encontrada diferença significativa entre o início e o término do 
ensaio clínico. 
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A partir dos valores obtidos de glicemia de jejum e insulina de 
jejum, pode-se calcular os valores de HOMA β e HOMA IR, que avaliam 
a função secretora das células β e a resistência à insulina, 
respectivamente. Os resultados calculados de HOMA β e HOMA IR não 
foram diferentes entre as duas fases da pesquisa. Por último, também foi 
calculado o valor de QUICKI, que avalia a sensibilidade a insulina, mas 
não foi observada diferença significativa entre as duas etapas da pesquisa. 
 
 
Tabela 3. Perfis glicêmico e insulinêmico de indivíduos com diabetes mellitus 
tipo 2 antes e depois do consumo de castanha-do-Brasil 
 Antes do consumo Depois do consumo 
 Média ± DP Média ± DP 
Glicemia de jejum, mg/dL 137,1 ± 48,4 148,5 ± 46,1* 
Insulina de jejum, µUI/mL 22,1 ± 15,1 26,1 ± 16,8# # 
HbA1c, % 8,1 ± 1,2 8,1 ± 1,3 
HOMA b, % 154,8 ± 145,4 158,2 ± 155,4 
HOMA IR 6,6 ± 4,7 9,2 ± 7,1 
QUICKI 0,30 ± 0,04 0,29 ± 0,04 
HbA1c: hemoglobina glicada. 
HOMA b: homeostatic model assessment of b cells function. 
HOMA IR: homeostatic model assessment of insulin resistance. 
QUICKI: quantitative insulin sensitivity check index. 
* p < 0,05, calculado pelo teste t pareado. 
# # p < 0,01, calculado pelo teste de Wilcoxon. 
 
 
 Ao encontrar tais resultados insatisfatórios quanto à homeostase 
glicêmica, foi analisado se maiores níveis de glicemia e insulina de jejum 
poderiam estar associados aos maiores níveis de selênio. Na Figura 10 
estão representadas as correlações entre os níveis séricos de selênio versus 
glicemia de jejum e insulina de jejum. No presente estudo, os resultados 
destas análises não tiveram diferenças significativas, isto é, o aumento 
dos níveis de selênio não foi associado ao aumento das concentrações de 
glicemia e insulina. 
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Figura 10. Representações gráficas da correlação de Spearman e regressão linear 
entre os níveis séricos de selênio versus glicemia de jejum e insulina de jejum em 
indivíduos com diabetes mellitus tipo 2. 
 
  
Ao avaliar os efeitos da ingestão de selênio sobre o perfil lipídico, 
foram encontradas alterações positivas (Tabela 4). Após seis meses de 
consumo da castanha-do-Brasil, houve um aumento significativo nos 
valores de HDL (p = 0,024) e de LDL (p = 0,041), e uma redução 
significativa na razão TG/HDL (p = 0,030), denominada Índice de 
Castelli I. Por outro lado, não foram encontradas mudanças significativas 
nos valores de CT e não HDL. Os níveis de TG apesar de tenderem à 
redução, mostraram-se apenas marginalmente significativos (p = 0,054). 
  
 
Tabela 4. Perfis lipídico e inflamatório de indivíduos com diabetes mellitus tipo 
2 antes e depois do consumo de castanha-do-Brasil 
 Antes do consumo Depois do consumo 
 Média ± DP Média ± DP 
Colesterol total, mg/dL 180,3 ± 43,3 186,2 ± 48,4 
HDL, mg/dL 39,7 ± 9,5 41,1 ± 10,3* 
não HDL, mg/dL 142,4 ± 43,2 146,8 ± 48,9 
LDL, mg/dL 103,8 ± 36,4 111,3 ± 41,6* 
Triglicerídeos, mg/dL 188,3 ± 89,3 173,9 ± 83,2 
Índice de Castelli I 5,3 ± 3,3 4,8 ± 3,1# 
PCR ultrassensível, mg/L 3,8 ± 3,5 4,8 ± 5,0 
Homocisteína, µmol/L 13,9 ± 5,4 13,7 ± 5,3 
HDL: lipoproteína de alta densidade. 
LDL: lipoproteína de baixa densidade. 
PCR: proteína C reativa. 
* p < 0,05, calculado pelo teste t pareado. 
# p < 0,05, calculado pelo teste de Wilcoxon. 
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Para caracterizar o perfil inflamatório dos participantes deste 
estudo, foram quantificadas as concentrações PCR-us e homocisteína. Ao 
comparar os valores destas duas variáveis, antes e após seis meses de 
consumo da castanha, os testes estatísticos não encontraram diferenças 
significativas. 
Em relação ao perfil hepático, o consumo de uma castanha-do-
Brasil por seis meses não causou alterações nas enzimas AST e ALT. 
Entretanto, foi observada uma redução significativa na enzima G GT (p 
= 0,036) (Tabela 5). Já os marcadores da função renal não sofreram 
alterações ao longo deste estudo. 
 
 
Tabela 5. Perfis hepático e renal de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2 antes 
e depois do consumo de castanha-do-Brasil 
 Antes do consumo Depois do consumo 
 Média ± DP Média ± DP 
AST, U/L 22,5 ± 10,2 22,1 ± 9,8 
ALT, U/L 26,3 ± 14,6 25,6 ± 14,7 
GGT, U/L 33,0 ± 20,5 31,5 ± 21,8# 
Uréia, mg/dL 40,8 ± 16,4 43,2 ± 15,7 
Creatinina, mg/dL 1,00 ± 0,34 1,00 ± 0,34 
TFGe, ml/min/1,73m2 90,5 ± 32,9 90,0 ± 31,2 
AST: alanina aminotransferase. 
ALT: aspartato aminotransferase. 
GGT: gama-glutamiltransferase. 
TFGe: taxa de filtração glomerular estimada. 
# p < 0,05, calculado pelo teste de Wilcoxon. 
 
 
4.4. Efeitos da ingestão de selênio sobre a produção de oxidantes 
 
Os parâmetros quantificados para verificar a produção de 
oxidantes foram os níveis da oxidação de H2DCF-DA e conteúdo de 
nitrito (Figura 11). Ao analisar os níveis de DCF, os dados revelaram uma 
redução significativa da produção de ERO após o consumo da castanha-
do-Brasil (antes do consumo: 261,6 ± 8,2; depois do consumo: 166,0 ± 
13,6; p < 0,0001). Similarmente a estes achados, o conteúdo de nitrito 
também apresentou o mesmo comportamento, sendo reduzido 
significativamente ao final do estudo (antes: 2,44 ± 0,18; depois: 0,98 ± 
0,07; p < 0,0001). Com o intuito de verificar se os resultados obtidos a 
partir destas duas análises estavam associados aos níveis séricos de 
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selênio, foi aplicado o teste de correlação de Spearman (Figura 12). Os 
resultados mostraram que maiores níveis de selênio estão associados a 
menores níveis de DCF (r = -0,5345; p < 0,001) e menor conteúdo de 
nitrito (r = -0,4726; p < 0,001). 
 
 
 
 
Figura 11. Efeitos do consumo de castanha-do-Brasil por seis meses sobre os 
níveis de DCF e concentração de nitrito em plasma de indivíduos com diabetes 
mellitus tipo 2. 
Os dados representam a média ± erro padrão. *** p < 0,001, calculado pelo teste 
de Wilcoxon. 
  
 
   
 
 
Figura 12. Representações gráficas da correlação de Spearman e regressão linear 
entre os níveis séricos de selênio versus níveis de DCF e concentração de nitrito 
em plasma de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2. 
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4.5. Efeitos da ingestão de selênio sobre defesas antioxidantes 
 
Para verificar o status antioxidante dos participantes desta 
pesquisa, foram quantificados os níveis de GSH e a atividade das enzimas 
GPx e CAT. Fazendo uma rápida interpretação da Figura 13, observa-se 
uma melhora do sistema de defesa antioxidante nos indivíduos com DM2 
ao final do estudo. Houve um aumento dos níveis de GSH (antes do 
consumo: 0,46 ± 0,04; depois do consumo: 1,07 ± 0,15; p < 0,0001), 
aumento na atividade da enzima GPx (antes: 1,18 ± 0,08; depois: 1,76 ± 
0,17; p = 0,003) e um aumento na atividade da enzima CAT (antes: 1,52 
± 0,09; depois: 2,18 ± 0,09; p < 0,0001), em plasma de indivíduos com 
DM2 após seis meses de ingestão de selênio através da castanha-do-
Brasil. 
 
 
 
Figura 13. Efeitos do consumo de castanha-do-Brasil por seis meses sobre 
marcadores do sistema antioxidante em plasma de indivíduos com diabetes 
mellitus tipo 2. 
Os dados representam a média ± erro padrão. ** p < 0,01, *** p < 0,001, 
calculados pelo teste de Wilcoxon. # # # p < 0,001, calculado pelo teste t pareado. 
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A partir dos resultados encontrados na figura anterior, 
investigou-se as possíveis associações entre os níveis do mineral selênio 
e os marcadores do sistema antioxidante avaliados neste estudo (Figura 
14). Todos os três marcadores apresentaram correlações positivas com os 
níveis de selênio, isto é, os maiores níveis de selênio estão associados à 
maiores concentrações de GSH (r = 0,3050; p < 0,001), maior atividade 
da GPx (r = 0,2733; p = 0,031) e, maior atividade da enzima CAT (r = 
0,3231; p < 0,001). 
 
 
 
 
Figura 14. Representações gráficas da correlação de Spearman e regressão linear 
entre os níveis séricos de selênio versus defesas antioxidante em plasma de 
indivíduos com diabetes mellitus tipo 2. 
 
 
4.6. Efeitos da ingestão de selênio sobre marcadores de dano 
oxidativo a macromoléculas 
 
 Na Figura 15 estão expostos os resultados dos parâmetros de 
estresse oxidativo que refletem danos oxidativos a proteínas (tióis totais 
e conteúdo de grupamentos carbonila) e lipídios (MDA). Ao final de seis 
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meses de consumo da castanha-do-Brasil, foi observado um aumento 
significativo nos níveis de tióis totais (antes do consumo: 0,77 ± 0,07; 
depois do consumo: 2,57 ± 0,20; p < 0,0001) e redução significativa do 
dano oxidativo em proteínas, avaliado pelos níveis de grupamentos 
carbonila (antes do consumo: 0,091 ± 0,011; depois do consumo: 0,061 ± 
0,004; p = 0,018). Ao comparar os valores de MDA antes e depois do 
consumo da castanha-do-Brasil, observou-se uma redução significativa 
na lipoperoxidação ao final do estudo (antes do consumo: 129,8 ± 10,6; 
depois do consumo: 86,2 ± 4,6; p = 0,003). 
 
 
 
Figura 15. Efeitos do consumo de castanha-do-Brasil por seis meses sobre 
marcadores de dano oxidativo em plasma de indivíduos com diabetes mellitus 
tipo 2. 
Os dados representam a média ± erro padrão. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 
0,001, calculados pelo teste de Wilcoxon. 
  
 
 A Figura 16 apresenta as associações entre os níveis séricos de 
selênio e os diferentes marcadores de dano oxidativo. Foi observada uma 
forte correlação positiva entre os níveis séricos de selênio e tióis totais (r 
= 0,5467; p < 0,001). Por outro lado, os níveis deste mineral foram 
negativamente correlacionados com os níveis de MDA (r = -0,4981; p = 
		
72 
0,002), isto é, maiores níveis séricos de selênio estão associados à menor 
lipoperoxidação em indivíduos com DM2. Ao testar estas associações 
entre os níveis de selênio e o conteúdo de grupamentos carbonila, não 
foram observadas diferenças significativas, apesar dos dados 
apresentarem uma tendência negativa. 
 
 
 
Figura 16. Representações gráficas da correlação de Spearman e regressão linear 
entre os níveis séricos de selênio versus marcadores de dano oxidativo em plasma 
de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2. 
 
 
4.7. Efeitos da ingestão de selênio sobre os danos ao DNA 
avaliados pelo ensaio cometa 
 
Além da melhora em todos os parâmetros de estresse oxidativo 
avaliados nesta tese, a manutenção dos níveis de selênio nos participantes 
deste estudo foi acompanhada de uma redução significativa dos danos ao 
DNA. Estes valores foram avaliados através do percentual de DNA 
deslocado a partir do nucleóide, formando uma cauda. Os resultados 
apresentados na Figura 17 demonstram o potencial antigenotóxico do 
selênio após seis meses de consumo de uma castanha-do-Brasil ao dia 
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(antes do consumo: 10,7 ± 0,8; depois do consumo: 5,2 ± 0,6; p < 0,0001). 
Além disso, o dano oxidativo ao DNA avaliado através do ensaio cometa 
modificado com o uso da enzima FPG, também apresentou redução (antes 
do consumo: 5,7 ± 0,5; depois do consumo: 2,5 ± 0,3; p < 0,0001). 
 
 
 
 
Figura 17. Efeitos do consumo de castanha-do-Brasil por seis meses sobre os 
danos ao DNA avaliados através do ensaio cometa em sangue de indivíduos com 
diabetes mellitus tipo 2. 
Os dados representam a média ± erro padrão. *** p < 0,001, calculado pelo teste 
de Wilcoxon. 
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Com o intuito de verificar se os resultados obtidos a partir do 
Ensaio Cometa estavam associados aos níveis séricos de selênio, foi 
aplicado o teste de correlação de Spearman (Figura 18). Verificou-se que 
maiores níveis de selênio estão fortemente associados a menores danos 
ao DNA, tanto no Ensaio Cometa alcalino (r = -0,4816; p < 0,001), como 
no Ensaio Cometa modificado (r = 0,4872; p < 0,001), que avalia os sítios 
sensíveis a enzima FPG, isto é, purinas oxidadas. 
 
 
 
Figura 18. Representações gráficas da correlação de Spearman e regressão linear 
entre os níveis séricos de selênio versus danos ao DNA em sangue de indivíduos 
com diabetes mellitus tipo 2. 
 
 
4.8. Efeitos da ingestão de selênio sobre parâmetros avaliados 
pelo teste de micronúcleos 
 
Na Tabela 6 estão apresentados os resultados dos tipos celulares 
(células basais e diferenciadas), anormalidades nucleares (picnose, 
cariólise, cariorrexe e cromatina condensada) e dano celular (binucleadas, 
brotos nucleares e micronúcleos) antes e depois do consumo da castanha-
do-Brasil. Em relação ao tipo celular, não foram encontradas diferenças 
significativas. Após seis meses de consumo da castanha-do-Brasil, 
observou-se duas mudanças quanto às alterações nucleares, o número de 
células com dois núcleos ou com cromatina condensada foram reduzidos 
(p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente). Quanto ao dano celular, houve 
redução na média de brotos nucleares (p < 0,05) e também na média de 
micronúcleos (p < 0,01) ao final do estudo. 
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Tabela 6. Frequência de tipos celulares e anormalidades nucleares em 1000 
células e frequência de dano celular em 2000 células diferenciadas 
 Antes do consumo Depois do consumo 
 Média ± EP Média ± EP 
Diferenciadas, em 1000 962,2 ± 2,1 961,2 ± 2,6 
Basais, em 1000 37,4 ± 2,1 38,9 ± 2,7 
Picnóticas, em 1000 2,1 ± 0,3 2,0 ± 0,3 
Cariolíticas, em 1000 3,1 ± 0,7 2,9 ± 0,6 
Cariorréxicas, em 1000 4,8 ± 0,5 4,2 ± 0,4 
Cromatina condensada, em 
1000 3,6 ± 0,4 2,9 ± 0,3* 
Binucleadas, em 2000 4,4 ± 0,4 3,5 ± 0,4** 
Broto nuclear, em 2000 2,4 ± 0,3 1,9 ± 0,2* 
Micronúcleo, em 2000 2,7 ± 0,2 2,1 ± 0,2** 
EP: erro padrão. 
* p < 0,05, calculado pelo teste de Wilcoxon. 
** p < 0,01, calculado pelo teste de Wilcoxon. 
 
 
Por fim, foram aplicados testes para analisar uma possível 
associação entre os níveis séricos de selênio e a frequência de 
micronúcleos. Os testes representados pela Figura 19 revelaram uma 
associação negativa entre estas variáveis, isto é, baixos níveis de selênio 
estão associados à maior dano celular. 
 
 
 
 
Figura 19. Representações gráficas da correlação de Spearman e regressão linear 
entre os níveis séricos de selênio versus frequência de micronúcleos em células 
esfoliadas da mucosa bucal de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2. 
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5. DISCUSSÃO 
 
O número de indivíduos diagnosticados com DM2 é alarmante e 
está aumentando em todo o mundo (International Diabetes Federation, 
2015). Esta epidemia é atribuída ao aumento da prevalência de obesidade, 
que ocorre devido ao estilo de vida altamente obesogênico, e ao 
envelhecimento da população (Danaei et al., 2011; Akash et al., 2013). 
Além de elevada adiposidade visceral, o DM2 geralmente é acompanhado 
de comorbidades como hipertensão arterial sistêmica e dislipidemia 
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2016). Por isso, as intervenções devem 
abranger essas múltiplas anormalidades metabólicas, com o intuito de 
prevenir complicações desta doença (World Health Organization, 2002). 
Os alvos mais importantes para a prevenção da obesidade e das 
complicações associadas ao DM2 são justamente fatores modificáveis, e 
incluem dieta e exercício físico (Qi et al., 2008; Khazrai et al., 2014).  
A obesidade, especialmente a visceral, reflete no aumento da 
circunferência abdominal e está associada não somente ao DM2, mas 
também à síndrome metabólica e doenças cardiovasculares (Eckel et al., 
2011). Este quadro clínico nutricional provoca um aumento dos níveis de 
ácidos graxos livres na circulação e acúmulo desses ácidos graxos em 
outros tecidos, como músculo, fígado e pâncreas (Mittelman et al., 2002). 
No fígado, esses ácidos graxos podem prejudicar o metabolismo hepático, 
levando ao aumento da produção de glicose e à resistência à insulina 
(Despres e Lemieux, 2006). A Organização Mundial da Saúde estabelece 
como ponto de corte para risco cardiovascular aumentado, medida de 
circunferência abdominal igual ou superior a 94 cm para homens, e 80 cm 
para mulheres. A circunferência abdominal, além de ser um bom 
marcador de adiposidade visceral, está fortemente associado à resistência 
à insulina (Lim et al., 2015; Nazare et al., 2015). Todos os participantes 
desta pesquisa apresentaram sobrepeso ou obesidade conforme a 
classificação pelo IMC e circunferência abdominal aumentada nas duas 
fases do estudo, constituindo alto risco de complicações metabólicas 
associadas à obesidade. 
Sabe-se que para redução do peso e da circunferência abdominal, 
um planejamento dietético completo aliado ao exercício físico é 
fundamental. Os alimentos e seus microconstituintes, quando utilizados 
isoladamente, sem associação com mudanças no estilo de vida, podem 
apresentar efeitos sobre as funções orgânicas, mas dificilmente serão 
capazes de reverter um quadro de sobrepeso/obesidade associado à 
elevada circunferência abdominal (Barreira et al. 2017). Isto vem ao 
encontro dos resultados observados nesta pesquisa. Antes de iniciar o 
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estudo, todos os indivíduos passaram por uma entrevista na qual pode-se 
constatar que a dieta era baseada no consumo de carboidratos refinados, 
pobre em fibras e com baixo consumo de proteínas e gorduras de boa 
qualidade. Além disso, muitos relataram um baixo consumo de frutas e 
verduras. A adição dietética de uma castanha-do-Brasil rica em selênio, 
considerando os hábitos alimentares não alterados conforme relatado, e 
sem prática regular de exercício físico, não foi capaz de reverter o quadro 
de sobrepeso/obesidade. Nos homens, foi observada um aumento sutil na 
circunferência abdominal, porém significativo. Entretanto, levando em 
consideração os intervalos interquartis encontrados antes e depois do 
consumo da castanha-do-Brasil (102 – 113 cm e; 104 – 114 cm, 
respectivamente), nota-se que apesar de significativa, esta variação na 
circunferência abdominal não apresenta importância na prática clínica. 
De acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 
(2016), o DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas é geralmente 
diagnosticado após os 40 anos. Desta maneira, foram incluídos neste 
estudo somente indivíduos com idade acima de 45 anos. Ao total, 74 
participantes completaram o ensaio clínico, sendo 37 homens com idade 
média de 61,0 [IQ: 57,0 – 67,5] anos, e 37 mulheres com idade média de 
66,0 [IQ: 59,0 – 70,0] anos. Estudos mostram que indivíduos mais velhos 
são mais vulneráveis à deficiência de micronutrientes, uma vez que 
apresentam necessidades nutricionais aumentadas, tendem a fazer 
alterações na dieta, e apresentam alterações metabólicas decorrentes do 
envelhecimento, que reduzem a biodisponibilidade de nutrientes. Dentre 
estes micronutrientes que podem estar deficientes, está o selênio, (Planas 
et al., 2004; Arnaud et al., 2007; Letsiou et al., 2009). Apesar de 
controvérsias, a suplementação de selênio tem sido estudada como um 
adjuvante no tratamento do DM2 (Valko et al., 2006; Tiwari et al., 2013). 
A distribuição de selênio nos alimentos é dependente da sua 
concentração nos solos onde os alimentos são cultivados e animais são 
criados (Ferreira et al., 2002). O selênio é encontrado em alimentos de 
origem animal, e em menores concentrações nos de origem vegetal, com 
exceção da castanha-do-Brasil (Thomson et al., 2008). A composição da 
dieta e as diferenças de selênio nos alimentos em virtude da sua 
concentração no solo justificam as diferenças na ingestão de selênio entre 
as pessoas (Gromadzinska et al., 2008; Reszka et al., 2012).  
Para avaliação do estado nutricional relativo ao selênio são 
utilizados marcadores sanguíneos, os quais refletem em curto, médio e 
longo prazo o status corporal referente a esse mineral. Não foram 
encontrados na literatura estudos que avaliassem o consumo de castanha-
do-Brasil, como fonte de selênio, em pacientes adultos ou idosos com DM 
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tipo 1 ou 2. Apenas uma tese de doutorado, conduzida por Pires (2012), 
verificou que uma intervenção dietética com castanha-do-Brasil em 
adolescentes com diabetes tipo 1 aumentou significativamente as 
concentrações sanguíneas de selênio. 
Existem também outros estudos que comprovam a eficiência da 
castanha-do-Brasil em melhorar o status de selênio. Uma intervenção 
com obesos mórbidos (Cominetti et al., 2012), outras duas com pacientes 
renais crônicos (Stockler-Pinto et al., 2010; Stockler-Pinto et al., 2014), e 
uma quarta com idosos (Rita Cardoso et al., 2016), mostraram que o 
consumo de uma castanha-do-Brasil (»290 µg) por dia, foi efetiva em 
melhorar os marcadores do status de selênio. Huguenin e colaboradores 
(2015) também observaram aumento dos níveis de selênio em indivíduos 
hipertensos e dislipidêmicos, após consumirem »200 µg de selênio por 
dia, através da castanha-do-Brasil. Os resultados do presente estudo, 
conduzido em pacientes com DM2 corroboram com os estudos 
apresentados acima, mostrando que o selênio presente na castanha-do-
Brasil possui alta biodisponibilidade, conforme observado pelo aumento 
das concentrações séricas de selênio. 
O primeiro objetivo deste estudo foi avaliar o estado nutricional 
relativo ao selênio antes e depois da ingestão de castanha-do-Brasil em 
soro de indivíduos com DM2. Kornhauser et al. (2008) avaliaram a 
concentração de selênio no soro de pacientes com DM2 e verificaram que 
os níveis de selênio nestes pacientes encontravam-se reduzidos quando 
comparados ao grupo controle. Similarmente, verificou-se que 6,75%, 
isto é, apenas cinco participantes deste estudo apresentavam níveis 
satisfatórios deste mineral (< 84 µg/L) na fase inicial, conforme os valores 
de referência mais aceitos (Thomson, 2004). Um dos fatores que pode 
alterar o status de selênio em pacientes com diabetes é o tempo de 
diagnóstico da doença. Whiting e colegas (2008), descreveram que 
pacientes com a doença entre 4 e 6 anos tiveram concentrações de selênio 
no plasma reduzidas (38,7 µg/L) quando comparados com o grupo de 
pacientes com duração da doença menor do que 2 anos (132 µg/L). 
O papel do selênio através das selenoproteínas em seres 
humanos, tanto na saúde quanto na doença, tem sido amplamente 
estudado, principalmente como biomarcadores relevantes do status de 
selênio, que é influenciado principalmente pela ingestão dietética deste 
mineral (Gromadzinska et al., 2008; Reszka et al., 2012). A literatura 
apresenta controvérsia quanto às evidências que associam suplementação 
de selênio com DM2 (Mazokopakis e Liontiris, 2017). De acordo com 
vários estudos, a associação selênio versus DM2 foi estabelecida em 
		
80 
forma de “U”. Assim, níveis de selenoproteínas abaixo ou acima do 
intervalo de referência são possíveis fatores de risco para DM2 (Rayman, 
2012; Liontiris e Mazokopakis, 2017). Esta associação em forma de “U” 
foi revelada recentemente em uma meta-análise de cinco estudos, 
envolvendo 13460 participantes (Wuang et al., 2016). Os dados 
apontaram uma alta prevalência de DM2 nos pacientes cujos níveis 
séricos de selênio eram relativamente baixos (< 97,5 µg/L) ou elevados 
(> 132,5 µg/L). 
Portanto, a suplementação de selênio pode beneficiar indivíduos 
que possuem baixos níveis deste mineral. Em contraste, em indivíduos 
que já possuem quantidades satisfatórias ou elevadas no organismo, pode 
levar a efeitos adversos, não sendo recomendada a sua suplementação 
(Febiyanto et al., 2017; Liontiris e Mazokopakis, 2017). Embora não 
tenham sido descritos na literatura casos clínicos de DM2 decorrentes do 
consumo de castanha-do-Brasil, faz-se necessário uma avaliação 
nutricional relativa ao status do selênio antes de iniciar ou aumentar a 
ingestão deste mineral através da suplementação ou consumo da 
oleaginosa em estudo. 
Partindo dos seguintes princípios: i) não há um consenso na 
literatura quanto às concentrações séricas de referência para o selênio; ii) 
quase todos os participantes deste estudo possuíam deficiência deste 
mineral antes de consumirem a castanha-do-Brasil; iii) foram respeitados 
os níveis da UL para a ingestão de selênio, uma vez que a castanha 
ofereceu »200 µg/dia deste mineral; é oportuno destacar que, mesmo 
sendo observado uma média de 177,4 ± 47,1 µg/L, não foram observadas 
características clínicas de selenose nos participantes deste estudo (Lemire 
et al., 2012; Prabhu e Lei, 2016). 
Levando em consideração os diversos benefícios do selênio à 
saúde humana já apresentados, e os dados supracitados, parte do segundo 
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da ingestão de selênio através 
da castanha-do-Brasil sobre o perfil glicêmico em pacientes com DM2. 
Indivíduos com baixos níveis de selênio podem se beneficiar do consumo 
desta oleaginosa, mas embora a ingestão de »210 µg deste oligoelemento 
através de uma castanha-do-Brasil ao dia, por indivíduos diabéticos, ter 
sido eficiente na manutenção dos níveis séricos deste mineral, as 
respostas glicêmica e insulinêmica não foram melhoradas. 
Adicionalmente os índices que avaliam a capacidade de secreção de 
insulina pelas células β do pâncreas e de resistência à insulina não 
sofreram alterações. Somados a isso, os valores obtidos pelo cálculo do 
QUICKI também não foram alterados. Este índice avalia a sensibilidade 
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à insulina, e é comparável aos resultados obtidos com o teste de tolerância 
endovenosa à insulina (Geloneze e Tambascia, 2006). 
Os resultados deste trabalho geraram certa preocupação, pois os 
dados encontrados tenderam a corroborar-se com os indícios de algumas 
associações já feitas na literatura, entre os níveis de selênio e a piora da 
homeostase glicêmica (Wuang et al., 2016). Entretanto sabe-se que tanto 
a glicemia quanto a insulina de jejum, são parâmetros que não devem ser 
utilizados isoladamente para avaliação clínica. Desta maneira, ao analisar 
os valores de HbA1c, marcador utilizado para verificar as variações de 
glicose dos últimos 60 – 120 dias, sendo um importante índice de 
avaliação do controle glicêmico em longo prazo, estes não foram 
alterados. Além disso, não houve associação entre a glicemia de jejum e 
os níveis séricos de selênio. 
Os resultados encontrados por Pires (2012) corroboram-se com 
os achados deste estudo, no qual o consumo de castanha-do-Brasil não foi 
capaz de alterar o percentual de HbA1c em adolescentes com diabetes 
tipo 1. Maranhão et al. (2011) também examinaram os efeitos do consumo 
desta oleaginosa sobre biomarcadores de resistência à insulina em 
adolescentes obesas e não observaram diferenças na glicemia de jejum, 
insulina e HOMA IR. Para Wang et al. (2017), a ingestão de selênio em 
até 1,6 µg/kg/dia por indivíduos não diabéticos, está associada à menor 
resistência à insulina. Adicionalmente, para valores acima disto, os 
benefícios desaparecem. Alguns estudos in vitro e in vivo mostraram que 
o selênio pode ter um efeito antidiabético, reduzindo HbA1c e glicose. 
Entretanto, este efeito só foi observado com o uso altas concentrações 
deste mineral, consideradas tóxicas para humanos, conforme enfatizado 
pelos autores (Ezaki, 1990; Mueller et al., 2009; Steinbrenner et al., 
2011). 
No estudo SU.VI.MAX (Supplementation with antioxidant 
vitamins and minerals) realizado com 3146 franceses, a suplementação 
com 100 µg de selênio associado com outros antioxidantes não foi capaz 
de alterar a concentração de glicose plasmática após 7,5 anos de 
intervenção (Czernichow et al., 2006). Erbayraktar et al. (2007) 
demonstraram que em modelo animal de diabetes induzido por 
estreptozotocina, a suplementação de SeMet tendeu a reduzir a 
concentração sanguínea desta hexose. Entretanto, resultados opostos 
foram verificados com a suplementação de selenato. Os efeitos da 
suplementação com selenato de sódio sobre a glicose plasmática em ratos 
diabéticos foram similares entre alguns estudos, pois a suplementação 
reduziu a concentração de glicose dos animais diabéticos quando 
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comparado ao grupo controle (Mcneill et al., 1991; Berg et al., 1995; 
Battell et al., 1998). 
Tomados em conjunto, os dados referentes à homeostase 
glicêmica observados neste estudo, sugerem que o uso de selênio por 
pacientes com DM2, associada à excesso de peso e elevada circunferência 
abdominal, não possui efeito benéfico. Por outro lado, o aumento 
estatisticamente significativo, mas nutricionalmente pouco relevante, nos 
níveis de glicemia e insulina, não podem ser considerados nocivos. Isso 
deve-se ao fato de que parâmetros mais importantes como o percentual 
de HbA1c e os índices que avaliam sensibilidade e resistência à insulina 
não foram alterados. A intervenção nutricional apresenta impacto 
importante na redução da HbA1c em pessoas com diabetes tipos 1 e 2, 
após 3 a 6 meses de seguimento com profissional especialista, 
independentemente do tempo de diagnóstico da doença. Assim, a 
importância de um planejamento nutricional completo para que haja 
mudanças nos hábitos alimentares e consequente melhora de parâmetros 
clínicos e metabólicos é novamente destacado (Sociedade Brasileira de 
Diabetes, 2016). 
O perfil lipídico geralmente encontrado em pacientes com DM2 
consiste em hipertrigliceridemia e baixos níveis de HDL. As 
concentrações do LDL não apresentam diferenças quantitativas quando 
comparadas com as de pacientes não diabéticos. Entretanto, do ponto de 
vista qualitativo, indivíduos com DM2 apresentam maior proporção de 
LDL do tipo B, uma subfração de LDL que são pequenas e densas, e mais 
facilmente oxidáveis, o que as tornam mais aterogênicas (Austin et al., 
1988; Siqueira et al., 2006; Sociedade Brasileira de Diabetes, 2016). 
Assim como um bom controle glicêmico, é essencial avaliar o perfil 
lipídico nestes pacientes com o intuito de manter os valores dentro dos 
níveis de referência, uma vez que, dois a três terços desses indivíduos 
morrem por complicações cardiovasculares (Boussageon et al., 2011; 
DeFronzo et al., 2015). 
Uma alternativa nutricional para reduzir os fatores de risco 
cardiovasculares seria o consumo de oleaginosas (Kim et al., 2017). Em 
uma revisão escrita por Souza e colaboradores (2015) foi observado que 
amendoins, pistaches, nozes, avelãs, macadâmias ou amêndoas são 
capazes de reduzir os níveis de TG, CT, glicemia e risco de doença 
coronariana, enquanto aumentam a GSH e o HDL. Assim, uma vez que a 
castanha-do-Brasil é rica em selênio, ácidos graxos insaturados e 
compostos fenólicos, foi hipotetizado que a quantidade e o tempo de 
suplementação poderiam melhorar o perfil lipídico de indivíduos com 
DM2. Neste estudo, os níveis de TG apresentaram uma redução clínica 
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considerável, entretanto esta diferença não foi considerada 
estatisticamente significativa. Além disso, não foram constatadas 
diferenças significativas nas concentrações séricas de CT e não HDL. Por 
outro lado, foram verificados aumento dos níveis de HDL. 
Estudos realizados com obesos demonstraram que a ingestão de 
castanha-do-Brasil modifica positivamente os lipídios séricos e diminui o 
risco aterogênico, obtidos através dos índices de Castelli I e II (Maranhão 
et al., 2011; Cominetti et al., 2012). Stockler-Pinto et al. (2014) 
observaram o mesmo comportamento no perfil lipídico de pacientes em 
hemodiálise, após três meses de consumo de tal oleaginosa. Com o intuito 
de verificar se os efeitos positivos da castanha-do-Brasil sobre o perfil 
lipídico seriam atribuídos exclusivamente à composição de ácidos graxos 
da oleaginosa, alguns pesquisadores ofereceram 13 g de farinha de 
castanha-do-Brasil (227,5 µg de selênio) parcialmente desengordurada, a 
indivíduos hipercolesterolêmicos, durante três meses. Esta intervenção 
afetou positivamente os níveis de TG, CT e não HDL (Carvalho et al., 
2015), sugerindo que os benefícios podem ser causados por compostos 
que não sejam lipídios.  
Estudos propõem que o selênio pode exercer papel importante no 
metabolismo das lipoproteínas (Hercberg et al., 2005; Bleys et al., 2008; 
Sengupta et al., 2008; Laclaustra et al., 2010). Entretanto, essa relação 
ainda não está bem estabelecida, uma vez que os estudos não são 
conclusivos. Os resultados encontrados por Faghihi e colaboradores 
(2014) estão de acordo com os encontrados no presente trabalho. Os 
pesquisadores observaram um aumento nos níveis de HDL em indivíduos 
com DM2 após receberem 200 µg de selenito de sódio ao dia por 3 meses. 
Estes resultados também vão ao encontro com os achados de Rayman et 
al. (2011), nos quais a suplementação de selênio em indivíduos com baixo 
status deste mineral levou a um aumento na concentração de HDL. Do 
mesmo modo, outro estudo demonstrou que os níveis de HDL são 
melhorados com o aumento da concentração de selênio, mas atingem um 
platô quando os valores deste mineral ultrapassam as 120 µg/L 
(Laclaustra et al., 2010). 
A razão entre TG e HDL, denominada Índice de Castelli I 
(Castelli et al., 1983), é utilizada como um potente preditor do 
desenvolvimento de doenças coronarianas, além de ser considerado um 
indicador fácil e rápido de ser obtido, especialmente quando considerado 
o contexto da atenção básica de saúde (Da Luz et al., 2005; Da Luz et al., 
2008). Além disso, correlaciona-se diretamente com o nível de LDL tipo 
B no plasma (Da Luz et al., 2008). Neste estudo, foram verificados 
aumento dos níveis de LDL, entretanto, a relação TG/HDL foi diminuída 
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em 10,5%. Estes dados sugerem que apesar dos níveis de LDL terem 
aumentados, não parece ser reflexo de um aumento de LDL tipo B. 
A hiperglicemia crônica e persistente no DM2 está associada 
com o estresse oxidativo e estado inflamatório crônico. Essa conclusão é 
baseada em estudos que mostraram a relação entre o aumento das 
concentrações circulantes dos marcadores inflamatórios de fase aguda, 
exemplificados pela proteína C reativa (PCR), e da resistência à insulina 
(Greenfield e Campbell, 2006). 
Para avaliar o efeito do consumo da castanha-do-Brasil sobre 
marcadores inflamatórios associados ao risco cardiovascular, foram 
determinadas as concentrações circulantes de PCR-us e homocisteína. De 
maneira geral, as concentrações destes dois biomarcadores estão elevadas 
nos pacientes diabéticos e em obesos, e esse aumento está intimamente 
relacionado com o risco de aterosclerose nos mesmos (Shoelson et al., 
2007; Vijayakumar et al., 2017). 
A PCR é uma proteína de fase aguda, produzida por hepatócitos, 
sendo considerada um marcador muito sensível de inflamação (Fu et al., 
2009). Além disso, é considerado um preditor de mortalidade em 
indivíduos com DM2 ao longo de um período de 5 a 7 anos (Jager et al., 
1999). Já a homocisteína é um aminoácido, também produzido no fígado, 
por meio do metabolismo da metionina, que em níveis elevados, 
demonstra alta correlação com as doenças cardiovasculares, pois causa 
lesão da célula endotelial, facilita a absorção e formação de placas de 
ateroma, hipertrofia do músculo liso vascular, ativação dos processos de 
coagulação e aumenta a oxidação e absorção da LDL no endotélio 
(Vijayakumar et al., 2017). 
Os participantes deste estudo apresentaram valores elevados 
tanto de homocisteína quanto de PCR-us nas duas fases desta pesquisa. 
Dados científicos que associem o status de selênio com as concentrações 
de homocisteína e PCR em pacientes com diabetes são escassos. Xun e 
colaboradores (2010), ao estudarem a associação entre as concentrações 
de selênio e PCR na população americana, não encontraram correlações 
significativas. No estudo SETCAP (Selenium therapy in coronary artery 
disease patients) também não foram observadas diferenças nas 
concentrações de PCR após a suplementação com 200 e 500 µg de 
selenito de sódio por dia durante 12 semanas em pacientes com DM2 
(Schnabel et al., 2008).   
Indivíduos obesos com resistência à insulina e que possuem 
níveis aumentados destes marcadores apresentam resultados positivos 
quando há perda de peso e melhora da sensibilidade à insulina (Shoelson 
et al., 2007). Uma vez que os participantes deste estudo não mudaram 
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hábitos alimentares e nem fizeram outras mudanças no estilo de vida, 
mantendo o peso elevado e alta circunferência abdominal durante toda a 
pesquisa, os níveis de PCR-us e homocisteína seguiram a mesma 
tendência. 
Além do risco de complicações cardiovasculares citadas acima, 
o DM2 está fortemente associado a um aumento do risco de doença 
hepática não alcoólica (NAFLD), sendo esta prevalente em até 70% dos 
indivíduos diabéticos (Anstee et al., 2011). A hiperinsulinemia 
compensatória impede a adequada metabolização dos ácidos graxos, 
levando ao acúmulo de gordura no hepatócito. Por isso, o controle 
glicêmico e a redução da resistência à insulina são alvos no tratamento e 
prevenção da NAFLD, bem como o aumento da proteção antioxidante e 
da exposição a agentes protetores dos hepatócitos (Zhang et al., 2017). 
Normalmente esta doença é assintomática, e está associada com o 
aumento das enzimas hepáticas ALT, AST e GGT (Schindhelm et al., 
2006; Ferreira et al., 2013). Além disso, o selênio pode ser um bom 
candidato como adjuvante no tratamento desta doença, uma vez que este 
mineral exerce efeitos antioxidantes (Amin et al., 2017). 
Os pacientes incluídos neste estudo não apresentavam 
diagnóstico de NAFLD. Entretanto, o consumo de selênio através da 
castanha-do-Brasil foi capaz de reduzir sutilmente em 4,6% a 
concentração sérica da enzima GGT, sugerindo que o selênio poderia 
auxiliar na prevenção de possíveis complicações hepáticas no paciente 
com DM2. Os resultados observados poderiam estar associados à redução 
do estresse oxidativo, um importante mecanismo fisiopatológico 
envolvido na lesão hepática na NAFLD (Polimeni et al., 2015). Até o 
momento, não existem dados na literatura em relação a função do selênio 
sobre enzimas hepáticas em pacientes diabéticos. Entretanto, Lim e 
colaboradores (2004) verificaram que a concentração da GGT pode estar 
inversamente proporcional à concentração de alguns antioxidantes, como 
a vitamina C. Desta maneira, sugere-se que os achados deste trabalho 
podem estar associados a menor dano oxidativo e maior capacidade 
antioxidante observada nos pacientes incluídos neste estudo, dados estes 
que serão discutidos a seguir. 
A progressão do DM2 também pode ser acompanhada dentre 
outras complicações microvasculares, de alteração da função renal, 
normalmente avaliada pelas dosagens séricas de uréia e creatinina e pelo 
índice de Cockcroft-Gault, que estima a taxa de filtração glomerular. Não 
obstante, o rastreamento da doença renal no DM2 deve ser iniciado logo 
após o diagnóstico da doença, e a monitorização deve ser constante (Wu 
et al., 2017). Muitas evidências associam o selênio a diversas condições 
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de saúde, mas esta relação ainda é pouco clara com relação à função renal, 
principalmente em pacientes diabéticos (Earle et al., 2016). 
Neste estudo, os marcadores da função renal não sofreram 
alterações após seis meses de consumo da castanha-do-Brasil. Dados 
similares foram descritos por Stockler-Pinto e colaboradores (2010; 2012; 
2015), que avaliaram os efeitos da intervenção dietética com esta 
oleaginosa durante 3 meses, por pacientes em hemodiálise. Os autores 
concluíram que apesar do aumento nas concentrações séricas de selênio e 
da GPx, os marcadores da função renal permaneceram iguais. 
A formação de ERO é um evento fisiológico do metabolismo. 
Entretanto, a hiperglicemia, característica comum dos pacientes com 
diabetes, pode levar a auto-oxidação da glicose, maior entrada de NADH 
e FADH2 na cadeia transportadora de elétrons na mitocôndria, 
glicosilação de proteínas, entre outras mudanças metabólicas que 
aceleram e aumentam a formação de ERO conforme demonstrado por 
vários autores (Lodovici et al., 2008; Shen, 2010; Nowotny et al., 2015). 
O aumento na produção de radicais livres, pode ser prevenido ou 
diminuído através da atuação dos sistemas antioxidantes, capazes de 
eliminar ERO ou transformá-las em produtos menos reativos e reduzindo 
seus efeitos deletérios. Entretanto, o desequilíbrio entre compostos 
oxidantes e antioxidantes, em favor da geração excessiva de radicais 
livres ou em detrimento da velocidade de remoção desses gera a 
instalação do processo de estresse oxidativo (Sies, 2015). 
Sabe-se que indivíduos diabéticos, apresentam uma redução das 
defesas antioxidantes biológicas (Ott et al., 2007; Shen, 2010). Estes 
dados corroboram-se com os achados de Aouacheri et al. (2015), os quais 
verificaram redução significativa das enzimas antioxidantes em pacientes 
diabéticos quando comparados com os indivíduos não diabéticos, 
incluindo depleção de GSH. Adicionalmente, o selênio, um 
oligoelemento essencial, é um importante componente das enzimas 
antioxidantes, incluindo as peroxidases, como a GPx. Com base na 
propriedade antioxidante, este mineral ganhou atenção na prevenção e 
redução dos danos causados pelo estresse oxidativo em várias doenças, 
incluindo o DM2. Portanto, manter as concentrações de selênio pelo 
menos nos valores mínimos de referência parece ser valioso, 
especialmente nessa população. 
Neste contexto, os objetivos 3, 4 e 5 deste estudo foram avaliar 
os efeitos da ingestão de selênio através da castanha-do-Brasil durante 6 
meses sobre parâmetros de estresse oxidativo (oxidantes, dano oxidativo 
e atividade antioxidante), em indivíduos com DM2. Os resultados 
revelaram uma redução significativa dos níveis de DCF, sugerindo uma 
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redução no pool de ERO, tais como o H2O2, peroxinitrito, OH• e em 
menor grau, O2•–. Além disso, o conteúdo de nitritos, que avalia 
subprodutos do metabolismo do NO, também foi reduzido após o 
consumo da castanha-do-Brasil. Estes achados parecem estar associados 
com maiores concentrações séricas de selênio, como demonstrado pela 
correlação de Spearman na Figura 12. 
O aumento na produção de ERO em indivíduos com DM2 pode 
ocorrer por diferentes vias metabólicas. O aumento dos níveis de glicose 
na corrente sanguínea pode levar diretamente à formação de ERO, pois 
há um aumento na atividade do ciclo do ácido cítrico, que gera um 
excesso do NADH, acentuando o extravasamento de elétrons da cadeia 
transportadora mitocondrial. Os elétrons que escapam da cadeia podem 
levar à geração de O2•– (Valko et al., 2004). Além disso, altos níveis desta 
hexose podem acarretar em auto-oxidação da mesma, através da 
enolização, gerando um radical enediol (Giacco e Brownlee, 2010). Este 
radical enediol transfere seu elétron não pareado a uma molécula de O2, 
gerando um O2•– e uma dicarbonila (Halliwell e Gutteridge, 2007). 
Normalmente o O2•– é catabolizado pela SOD, gerando H2O2. Entretanto, 
esta reação é três vezes mais lenta do que a do superóxido com NO. O 
NO é uma molécula reguladora chave com efeitos metabólicos, 
vasculares e celulares extensivos (Tessari et al., 2010). Embora baixos 
níveis de NO sejam benéficos para várias funções fisiológicas e celulares, 
altos níveis de NO podem causar efeitos prejudiciais nas células. Assim, 
quanto maior forem os níveis de NO, maior será a velocidade de reação 
com ânion superóxido, gerando peroxinitrito, que se liga às proteínas e, 
portanto, afetando suas funções (Pacher et al., 2007). Embora existam 
controvérsias, algumas pesquisas já relataram uma associação positiva 
entre a hiperglicemia e a produção de NO, tanto in vitro quanto em 
pacientes diabéticos (Maejima et al., 2001; Ghosh et al., 2011; Adela et 
al., 2015). 
Baseado nisto, e no fato desta intervenção nutricional não ter 
mostrado efeitos positivos sobre o perfil glicêmico, mantendo-se os níveis 
de glicose no sangue, especulou-se que a diminuição de oxidantes 
encontrada neste trabalho, seria resultado de uma melhora na capacidade 
antioxidante plasmáticas destes pacientes. Confirmando esta hipótese, o 
consumo de uma castanha-do-Brasil por dia durante seis meses, foi capaz 
de aumentar os níveis de GSH e aumentar a atividade das enzimas 
antioxidantes GPx e CAT. Além disso, os achados deste estudo 
mostraram uma correlação positiva entre as concentrações séricas de 
selênio e estes marcadores do status antioxidante. Neste contexto, esta 
propriedade antioxidante é relevante para reduzir o risco de 
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desenvolvimento das complicações diabéticas (Dincer et al., 2002; 
Calabrese et al., 2012). 
O aumento nas concentrações séricas de selênio está diretamente 
associado ao aumento nos níveis de GPx e GSH. A GPx é uma enzima 
antioxidante que além de remover o H2O2 e peróxidos orgânicos, 
promove a manutenção de grupos sulfídricos na forma reduzida (Tsai et 
al., 2012). Para inativar um agente oxidante, a GPx utiliza GSH que é um 
componente muito importante do sistema de defesa antioxidante 
(Halliwell e Guteridge, 2007). Parece que indivíduos diabéticos 
refratários ao tratamento convencional com hipoglicemiante oral, 
apresentam baixos níveis de GSH em detrimento de uma deficiência 
nutricional dos seus precursores (Sekhar et al, 2011). Assim, visto que a 
castanha-do-Brasil apresenta um aminograma com boas quantidades de 
metionina e cisteína, isto poderia explicar o aumento dos níveis deste 
poderoso antioxidante não enzimático, observado neste estudo. 
Por outro lado, os mecanismos pelas quais o selênio pode 
impactar no aumento da CAT ainda são escassos na literatura. Tomados 
em conjunto, os dados discutidos até o momento, poderiam explicar, pelo 
menos em parte o aumento da CAT, uma vez que os pacientes 
mantiveram o quadro hiperglicêmico e hiperinsulinêmico, outrora 
mencionados como fatores importantes na produção indireta de H2O2. 
Ensaios clínicos que exploram a influência da suplementação de 
selênio em pacientes com diabetes são muito limitados. Nesta população, 
entretanto, o selênio parece reduzir substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBA-RS), um parâmetro de peroxidação lipídica. A 
lipoperoxidação é uma reação bioquímica decorrente da ação de ERO 
sobre as membranas celulares, que leva a sérios danos de estrutura, 
falência dos mecanismos de troca de metabólitos, e em condição extrema, 
à morte celular. Um dos produtos gerados por esta reação é o MDA, que 
possui ação citotóxica e genotóxica e já foi visto estar aumentado no DM2 
(Kumawat et al., 2012). Ao avaliar os níveis de MDA, antes e depois do 
consumo da castanha-do-Brasil, foi verificado uma redução deste 
marcador. Além disso, esta redução está associada à maiores 
concentrações de selênio. 
Em se tratando de proteínas, o excesso na produção de ERO 
também pode atacar tais macromoléculas, resultando em oxidação das 
cadeias laterais de aminoácidos e formação de novos grupamentos, tais 
como os grupamentos carbonila, levando à perda funcional de proteínas 
(Hawkins e Davies, 2001). A literatura diz que indivíduos com DM2 
possuem maiores níveis de proteínas oxidadas quando comparados com 
indivíduos não diabéticos (Narasimhan et al., 2010) e isso está associado 
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às complicações desta doença (Martin-Gallan et al., 2003). Neste estudo, 
uma menor oxidação de proteínas foi observada, uma vez que os 
grupamentos carbonila diminuíram e os níveis de tióis totais aumentaram. 
Poucos estudos com seres humanos avaliaram o efeito da 
suplementação com selênio sobre os marcadores de estresse oxidativo em 
pacientes com DM2, ao passo que o presente estudo, é o primeiro a 
investigar estes efeitos através do consumo de um alimento fonte. 
Adicionalmente, pesquisas analisando os efeitos do consumo da castanha-
do-Brasil em outras condições clínicas já foram realizadas, entretanto os 
achados ainda são controversos. 
O estudo SETCAP conduzido com a população alemã, verificou 
que a suplementação com 200 µg e 500 µg de selenito de sódio por dia 
durante 12 semanas aumentou a atividade da enzima GPx nos eritrócitos 
dos pacientes com doença arterial coronariana, no entanto, os marcadores 
de estresse oxidativo, isoprostanos e SOD, não foram alterados após a 
suplementação com ambas as concentrações (Schnabel et al., 2008). Por 
outro lado, um estudo suplementando selenito de sódio (100 µg/dia) em 
pacientes diabéticos tipo 2 descompensados, durante 3 meses, apresentou 
redução nas concentrações de TBA-RS quando comparado ao grupo 
controle-diabético (Kähler et al., 1993). 
Um estudo clínico randomizado, duplo-cego e controlado, 
realizado entre 60 pacientes com DM2 e doença arterial coronariana, 
mostrou que a suplementação de selênio (200 µg/dia) por 8 semanas 
aumentou significativamente a capacidade antioxidante total, sem alterar 
os níveis de GSH e MDA (Farrokhian et al. 2016). Ainda, diferentemente 
dos achados do presente estudo, Faghihi et al. (2014) não encontraram 
alterações nos níveis de TBA-RS e capacidade antioxidante total, ao 
suplementarem selênio (200 µg/dia) em indivíduos com DM2.  
As castanhas-do-Brasil podem melhorar o sistema antioxidante e 
diminuir os danos oxidativos não somente por ser uma ótima fonte de 
selênio, mas também por possuírem um alto teor de compostos fenólicos. 
In vitro, estas oleaginosas demonstraram alta atividade antioxidante, 
inibiram a lipoperoxidação e reduziram os níveis de radicais livres (Pires 
et al., 2011). Neste trabalho, o aumento na atividade da GPx após 6 meses 
de ingestão diária de castanha-do-Brasil foi corroborado pelos resultados 
de outros estudos (Stockler-Pinto et al., 2010; Cominetti et al., 2012; 
Huguenin et al., 2015; Rita Cardoso et al., 2016). Desta maneira, espera-
se que o aumento na atividade desta enzima reduza a produção de H2O2, 
o que, por sua vez, reduziria os estímulos de peroxidação lipídica e de 
oxidação às proteínas como sugerido por Padurariu et al. (2010). Em 
indivíduos sob hemodiálise, o consumo de uma castanha-do-Brasil por 
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seis meses (»290 µg/dia) reduziu os danos oxidativos avaliados através 
dos níveis de 8-isoprostanos e 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) 
(Stockler-Pinto el al., 2014). Os parâmetros avaliados neste estudo estão 
entre os marcadores de estresse oxidativo mais utilizados na pesquisa 
científica. Em detrimento disto, os mesmos não podem ser considerados 
uma indicação sólida do estado redox porque ainda não estão bem 
esclarecidos os mecanismos pelas quais o selênio desempenha seu papel. 
A hiperglicemia, caraterística do DM2, aumenta a produção de 
ERO e induz dano em DNA (Giacco e Brownlee 2010). Em conjunto, 
estes fatores têm sido associados ao aumento do risco de câncer (Lee e 
Chan, 2015). Sabe-se que o aumento da instabilidade genômica é 
considerado uma das causas fundamentais para o desenvolvimento desta 
doença (Ip et al., 2000; Fenech, 2008) e o selênio poderia desempenhar 
um papel importante na proteção celular contra estes danos através da 
GPx e outras selenoproteínas, capazes de neutralizar ERO (Rayman, 
2012). No entanto, os efeitos do selênio sobre a estabilidade 
cromossômica ainda não estão claros. 
Estudos de Xavier e colaboradores (2015), observaram que 
indivíduos diabéticos sem controle glicêmico (HbA1c > 7%) possuem 
aumento dos danos em DNA quando comparados com DM2 controlado 
(HbA1c > 7%), mesmo utilizando hipoglicemiante oral. Além disso, 
existem evidências de que indivíduos com DM2 apresentam um sistema 
de reparo do DNA menos eficiente (Sliwinska et al., 2008). Blasiak et al. 
(2004) comparam a eficiência de reparo, em um grupo de pacientes DM2 
com a doença descontrola em relação a um grupo de indivíduos sadios, 
em resposta ao dano causado por H2O2. Além de apresentarem um nível 
de dano basal maior do que indivíduos sadios, quando expostos à um 
agente mutagênico, os pacientes com DM2 apresentaram também uma 
menor eficiência de reparo. 
Um aumento na produção das ERO poderia também estar 
envolvido no dano ao DNA induzido pela homocisteína. A homocisteína 
induz dano ao DNA e leva à apoptose celular, ambos processos mediados 
pela elevação intracelular de H2O2. Uma vez que esse agente mutagênico 
já foi visto causar necrose e instabilidade genômica em linfócitos 
humanos, Crott e Fenech (2001) sugeriram que em concentrações 
elevadas, como visto nos participantes deste estudo, a homocisteína 
também desempenha papel genotóxico. 
O Ensaio Cometa é utilizado para analisar lesões genômicas, tais 
como quebras de fita simples e dupla do DNA, sítios álcali-lábeis e lesões 
oxidativas específicas, as quais são passíveis de reparo (Tice et al., 2000). 
Adicionando DNA glicosilases à versão clássica deste ensaio, é possível 
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medir danos de DNA específicos, como bases oxidadas. A enzima mais 
comumente utilizada é a FPG, que detecta purinas oxidadas, incluindo 8-
oxoguanina, uma das lesões de DNA mais comuns resultantes do ataque 
de ERO, sendo um importante biomarcador de estresse oxidativo 
(Danielsen et al., 2008). Assim, a incubação com esta enzima específica 
permite uma estimativa dos níveis de dano oxidativo em DNA (Azqueta 
et al., 2009). Os resultados do presente estudo avaliados através do Ensaio 
Cometa demonstraram que a ingestão de selênio através da castanha-do-
Brasil pode ter um grande potencial antigenotóxico. Além disso, houve 
uma redução no dano oxidativo ao DNA, avaliado através do Ensaio 
Cometa modificado com o uso da enzima FPG. 
Um outro teste utilizado neste estudo para análise da 
instabilidade genômica foi o teste do MN em células esfoliadas da mucosa 
bucal, conhecido como the buccal micronucleus cytome (BMCyt) assay 
(Thomas et al., 2009). É um ensaio cuja utilização para o 
biomonitoramento de alterações genéticas em seres humanos têm 
crescido, uma vez que apresenta algumas vantagens por ser minimamente 
invasivo e de rápido preparo, sem necessidade de cultivo celular (Bonassi 
et al., 2011). Além disso, o ensaio BMCyt é bastante versátil, pois podem 
ser feitas análises de avaliação de danos no DNA, proliferação celular, 
diferenciação celular e morte celular (Bolognesi et al., 2015). As células 
da mucosa bucal são importantes fontes de informações citogenéticas, 
pois constituem a primeira barreira na rota de inalação ou ingestão, e são 
capazes de metabolizar ERO (Blasiak et al., 2004; Holland et al., 2008; 
Bolognesi et al., 2013). Em indivíduos com DM2 e com idade avançada 
pode haver uma maior prevalência de MN, e isto pode estar associado ao 
estresse oxidativo, ocasionando maior grau de genotoxicidade (Blasiak et 
al., 2004; Zuniga-Gonzalez et al., 2007; Martínez-Pérez et al., 2007; 
Corbi, 2014). 
Através do teste de MN em células esfoliadas da mucosa bucal, 
foram analisadas as frequências de anormalidades nucleares e dano 
nuclear, referentes às últimas 3 semanas antes do teste, uma vez que 
tempo de migração celular desde a camada basal até à superfície 
queratinizada é de 7 a 21 dias (Thomas et al., 2009). Os dados revelaram 
que o consumo de uma castanha-do-Brasil ao dia, durante seis meses, por 
pacientes diabéticos, apresentou potencial antimutagênico, capaz de 
diminuir a frequência de células binucleadas, células com brotamento 
nuclear e células com MN. A não incorporação do fragmento 
cromossômico leva à exteriorização nuclear do mesmo, ao passo que 
dependendo do momento da análise, sugere-se que o brotamento nuclear 
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seja um estágio precoce ou inicial do processo de micronucleação 
(Salazar et al., 2009). 
Poucas publicações em humanos correlacionam as quatro 
variáveis essenciais abordadas neste estudo: ingestão de selênio através 
da castanha-do-Brasil, DM2, estresse oxidativo e dano em DNA. O 
presente trabalho é o primeiro a avaliar os efeitos do consumo de selênio 
através de um alimento sobre danos em DNA avaliados pelo ensaio 
cometa e BMCyt. Entretanto, a literatura descreve outros estudos que 
utilizaram intervenções nutricionais e medicamentosas, como a 
suplementação de ácido fólico, consumo de vegetais e o próprio 
tratamento convencional do DM2, com consequente redução de dano em 
DNA característico do paciente diabético (Shaik et al. 2010; Bonassi et 
al., 2011; Lazalde-Ramos et al. 2012; Müllner et al. 2013). Lazalde-
Ramos et al. (2012) por exemplo, trataram indivíduos diabéticos com 5 
mg de ácido fólico durante um mês. Estes autores observaram um 
aumento do número de MN, níveis elevados de 8-OHdG e peroxidação 
de lipídeos nestes pacientes, quando comparados com indivíduos 
controle, e após a intervenção, esses marcadores de dano oxidativo e dano 
em DNA foram reduzidos. Ainda, Müllner e colaboradores (2013) 
ofereceram 300 g de vegetais e 25 mL de ácidos graxos poli-insaturados 
por dia à pacientes diabéticos e controles, durante 8 semanas. Os autores 
observaram uma correlação positiva entre glicemia de jejum aumentada, 
HbA1c e a frequência de MN, e a intervenção realizada nos participantes 
não foi capaz de reverter esta frequência. Assim, estes autores também 
chegaram à conclusão do quadro de instabilidade genômica em pacientes 
diabéticos. 
Quanto aos efeitos do selênio por si só, Wu e colaboradores 
(2009) descreveram que o uso de SeMet in vitro, pode melhorar a 
instabilidade genômica em linfócitos de seres humanos, quando este 
mineral encontra-se em níveis de até 430 µg/L, mas que, acima disto 
poderia exercer efeito citotóxico. 
A castanha-do-Brasil é reconhecida por ser a melhor fonte 
vegetal de selênio encontrada na natureza, além de possuir boas 
quantidades de compostos fenólicos e ácidos graxos insaturados. A 
simples recomendação diária desta oleaginosa, parece ser uma opção 
efetiva para a modulação da instabilidade genômica apresentada pelos 
pacientes avaliados neste estudo, uma vez que os resultados mostraram 
uma redução significativa nos dados obtidos a partir do ensaio cometa e 
BMCyt. Está bem claro na literatura, que um desequilíbrio entre as 
defesas antioxidantes e um aumento na produção de ERO fazem parte da 
fisiopatologia do DM2 (Giacco e Brownlee, 2010). Adicionalmente, o 
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dano oxidativo em DNA tem papel fundamental no aparecimento de 
mutações, portanto, compostos que previnam, revertam ou reduzam essas 
alterações são pensados como potenciais substâncias para a prevenção de 
doenças associadas à instabilidade genômica (Wang et al., 2016), um 
fator decisivo na iniciação e progressão do câncer (Ferguson et al., 2015).  
Os mecanismos pelos quais o selênio atua sobre os danos em 
DNA ainda não estão claros. Entretanto, alguns estudos afirmam que há 
uma associação entre este mineral e fatores responsáveis pelo reparo do 
DNA, o que auxiliaria na manutenção da estabilidade genômica (Bera et 
al., 2013). Os achados de Jung et al. (2013), sugerem que compostos 
orgânicos de selênio podem aumentar a interação das proteínas Gadd45, 
PCNA e APE1. A APE 1 é uma endonuclease chave da via de reparo do 
DNA por excisão de bases (BER). Os autores ainda descrevem que esta 
interação seria mediada por p53, que é considerado um “guardião” do 
genoma. Este trabalho não avaliou tais proteínas, portanto, é plausível 
propor que os resultados do presente trabalho sugerem que a modulação 
dos danos em DNA observados em indivíduos com DM2 possivelmente 
ocorre através do aumento na capacidade antioxidante, levando à uma 
redução dos níveis de oxidantes, e consequentemente menores danos em 
DNA. 
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6. CONCLUSÕES 
 
Os resultados do presente estudo demonstraram que indivíduos 
diabéticos podem beneficiar-se do consumo diário da castanha-do-Brasil, 
pois os participantes apresentaram uma melhora no perfil lipídico, 
redução na produção de oxidantes, aumento no status antioxidante e 
redução dos danos oxidativos a proteínas, lipídios e DNA. Além disso, 
esta intervenção nutricional apresentou potencial efeito antigenotóxico e 
antimutagênico, por reduzir a fragmentação do DNA e a frequência de 
MN, essenciais na instabilidade genômica observada no DM2. Entretanto, 
estas alterações positivas não foram acompanhadas de melhora da 
homeostase glicêmica.  
Sendo assim, é importante ressaltar que a suplementação de 
micronutrientes não deve ser uma prática rotineira porque precisa ser 
individualizada e mediante sua deficiência. Por isso, mais estudos são 
necessários a fim de se comprovarem os reais efeitos do uso de selênio, 
em forma de suplemento ou através do consumo da castanha-do-Brasil, 
por indivíduos com DM2, e avaliar possíveis efeitos colaterais. 
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UNIVERSIDADE DO EXTREMO
SUL CATARINENSE - UNESC
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Pesquisador:
Título da Pesquisa:
Instituição Proponente:
Versão:
CAAE:
Efeitos da ingestão de selênio através da castanha do Brasil sobre parâmetros
genéticos, epigenéticos e bioquímicos em indivíduos com diabetes mellitus tipo 2.
Vanessa Moraes de Andrade
Universidade do Extremo Sul Catarinense
1
45245515.1.0000.0119
Área Temática:
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Número do Parecer:
Data da Relatoria:
1.086.099
28/05/2015
DADOS DO PARECER
Este trabalho busca avaliar os efeitos da ingestão de selênio através da castanha do Brasil sobre a
modulação da instabilidade genômica e metabólica através de parâmetros genéticos, epigenéticos e
bioquímicos em indivíduos com diabetes mellitus tipo 2. Serão avaliados 268 portadores de DMT2, que
frequentam as Clínicas Integradas,e submetidos ao consumo de 1 unidade de castanha do Brasil por dia,
durante 6 meses.
Serão realizadas duas coletas de sangue e de mucosa oral, sendo a primeira imediatamente antes do início
do estudo e após 6 meses de tratamento, para as análises laboratoriais necessárias ao estudo.
Além disso, será aplicado aos participantes: i) questionário de frequência alimentar;
ii) questionário de hábitos de vida e; iii) escore de Framimghan.
Apresentação do Projeto:
Investigar os efeitos do consumo de selênio através da castanha do Brasil sobre a instabilidade genômica, o
descontrole metabólico e possíveis efeitos epigenéticos em indivíduos com diabetes mellitus tipo 2.
Objetivo Secundário:
Objetivo da Pesquisa:
Financiamento PróprioPatrocinador Principal:
88.806-000
(48)3431-2723 E-mail: cetica@unesc.net
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Avenida Universitária, 1105
Universitário
UF: Município:SC CRICIUMA
Fax: (48)3431-2750
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Quantificar os níveis de selênio e selenoproteína P antes e depois da ingestão da castanha do Brasil em
soro de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2; Avaliar os efeitos da ingestão de selênio através da
castanha do Brasil sobre danos em DNA em sangue periférico e mucosa bucal de indivíduos com diabetes
mellitus tipo 2; Analisar os efeitos da ingestão de selênio através da castanha do Brasil sobreparâmetros de
estresse oxidativo em soro de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2; Investigar os efeitos da ingestão de
selênio através da castanha do Brasil sobre o metabolismo da glutationa em soro de indivíduos com
diabetes mellitus tipo 2; Avaliar a capacidade do consumo de selênio através da castanha do Brasil em
auxiliar no controle dos perfis glicêmico, lipídico, hepático, tireoidiano e hematológico em soro de indivíduos
com diabetes mellitus tipo 2; Verificar os hábitos de vida, frequência alimentar e risco de doença coronariana
em indivíduos com diabetes
mellitus tipo 2; Investigar a capacidade da ingestão de selênio através da castanha do Brasil em modular a
instabilidade genômica em sangue de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2; Avaliar os possíveis efeitos da
ingestão de selênio através da castanha do Brasil sobre a modulação de moléculas das vias de sinalização
intracelular da insulina e inflamação em linfócitos de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2; Investigar os
possíveis efeitos da ingestão de selênio através da castanha do Brasil sobre a modulação de parâmetros
epigenéticos em sangue de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2; Avaliar os efeitos da ingestão da
castanha do Brasil sobre o conteúdo de metais em sangue total de indivíduos com diabetes mellitus tipo 2.
Considere-se o desconforto previsto por ocasião da retirada de amostra de sangue venoso do braço direito
ou esquerdo e amostra do epitélio bucal direito e esquerdo. Os pesquisadores comprometem-se a, Durante
a aplicação do projeto de pesquisa,  analisar frequentemente a possibilidade de danos imediatos ou
posteriores, em cada voluntário ou na coletividade. Os riscos serão avaliados considerando a dimensão
física, psíquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano. Detectado qualquer risco ou
dano ao voluntário, previsto, ou não neste documento o pesquisador comunicará imediatamente o
CEP/CONEP, e avaliará em caráter emergencial a adequação ou suspensão do estudo. O pesquisador
garante assistência integral e gratuita pelo tempo que for necessário em casos de danos decorrentes direta
ou indiretamente da participação.
BENEFICIOS: Aprofundar o conhecimento da ação do selênio através do consumo de castanha do Brasil no
controle do estado hiperglicêmico e consequente modulação da instabilidade genômica
Avaliação dos Riscos e Benefícios:
88.806-000
(48)3431-2723 E-mail: cetica@unesc.net
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Avenida Universitária, 1105
Universitário
UF: Município:SC CRICIUMA
Fax: (48)3431-2750
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avaliada nos pacientes diagnosticados com DMT2. Além disso, será disponibilizado aos participantes deste
projeto o acesso aos resultados de todos os exames bioquímicos realizados durante a execução do projeto
de pesquisa, e orientação nutricional, visando à melhora da qualidade de vida dos participantes, ao final
desta.
Relevante por buscar ampliar o conhecimento sobre fatores de proteção e enfrentamento das alterações
metabólicas decorrentes do diabetes tipo II, condição mórbida bastante prevalente.
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:
Presentes e adequados.
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
Desnecessárias.
Recomendações:
Sem pendências.
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
Aprovado
Situação do Parecer:
Não
Necessita Apreciação da CONEP:
CRICIUMA, 29 de Maio de 2015
RENAN ANTONIO CERETTA
(Coordenador)
Assinado por:
88.806-000
(48)3431-2723 E-mail: cetica@unesc.net
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Avenida Universitária, 1105
Universitário
UF: Município:SC CRICIUMA
Fax: (48)3431-2750
Página 03 de  03
		
129 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO II 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
  
		
130 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
1. Dados do projeto  
1.1 Título: Efeitos da ingestão de selênio através da castanha do Brasil 
sobre parâmetros genéticos, epigenéticos e bioquímicos em 
indivíduos com diabetes mellitus tipo 2. 
1.2 Unidade executora: Universidade do Extremo Sul Catarinense.  
1.3 Locais de coleta: A pesquisa será realizada nas Clínicas Integradas 
da UNESC, uma das estruturas da Unidade Acadêmica de Ciências da 
Saúde (UNASAU). 
1.4 Pesquisadores: Dra. Vanessa Moraes de Andrade 
Tamires Pavei Macan 
Endereço eletrônico: tamiresmacan@gmail.com  
1.5 Telefone da pesquisadora responsável: (48) 3431 2758.  
1.6 Justificativa: A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) é uma doença 
metabólica cada vez mais prevalente que ocorre em grande parte, 
devido às mudanças ambientais e no estilo de vida. Os estados 
crônicos de hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia podem 
levar ao estresse oxidativo, que também está envolvido na progressão 
da doença e contribui para o aparecimento das complicações 
associadas a DMT2 e à oxidação do ácido desoxirribonucleico (DNA). 
Portanto, a qualidade do controle glicêmico é fundamental para 
prevenir a oxidação do DNA e para isso, a dieta torna-se fundamental. 
A ingestão de micronutrientes a partir de fontes alimentares é 
preferível às práticas de suplementação alternativas quando o objetivo 
é melhorar o estado nutricional de uma população, pois os alimentos 
apresentam baixo custo, são sustentáveis e têm menor risco de 
toxicidade. Sabe-se que a castanha do Brasil apresenta diversos 
benefícios à saúde é considerada até o momento, a melhor fonte 
alimentar vegetal de selênio. Diversos estudos já demonstraram o 
papel do selênio na manutenção da estabilidade genômica, protegendo 
contra a formação de adutos de DNA, quebras cromossômicas ou de 
DNA e contra o ganho ou perda de cromossomos, além ter impacto 
sobre a capacidade de reparo do DNA. Dado o fato que o selênio 
apresenta efeitos benéficos para a homeostase glicêmica, o objetivo 
deste trabalho é avaliar os efeitos da ingestão de selênio através da 
castanha do Brasil sobre a modulação da instabilidade genômica e 
metabólica através de parâmetros genéticos, epigenéticos e 
bioquímicos em indivíduos com DMT2. 
1.7 Objetivos do projeto: Investigar os efeitos do consumo de selênio 
através da castanha do Brasil sobre a instabilidade genômica, o 
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descontrole metabólico e possíveis efeitos epigenéticos em indivíduos 
com diabetes mellitus tipo 2. 
2. Informações ao voluntário  
2.1 Participação no projeto: o voluntário participará deste projeto 
através da doação de sangue e células esfoliadas da mucosa da bucal 
para a realização de todas as análises. Além disso, deverá responder a 
um questionário sobre hábitos de vida.  
2.2 Duração da atividade: aproximadamente 30 minutos.  
2.3 Riscos e desconfortos: durante a elaboração do projeto de 
pesquisa, não foram detectados riscos para o voluntário participante 
do projeto. O desconforto previsto resume-se à retirada de uma 
amostra de sangue venoso do braço direito ou esquerdo e amostra de 
células esfoliadas da mucosa bucal de ambos os lados, direito e 
esquerdo. Durante a aplicação do projeto de pesquisa será analisada 
frequentemente a possibilidade de danos imediatos ou posteriores, em 
cada voluntário ou na coletividade, bem como de riscos que não se 
justificam pelo benefício esperado. Os riscos serão avaliados 
considerando a dimensão física, psíquica, moral, intelectual, social, 
cultural ou espiritual do ser humano. Detectado qualquer risco ou dano 
ao voluntário, previsto, ou não neste documento o pesquisador 
comunicará imediatamente o CEP/CONEP, e avaliará em caráter 
emergencial a adequação ou suspensão do estudo. O pesquisador 
garante assistência integral e gratuita pelo tempo que for necessário 
em casos de danos decorrentes direta ou indiretamente da participação 
do estudo. 
2.4 Benefícios esperados: Existe uma forte ligação entre a DMT2 e a 
presença de danos ao DNA, uma vez que a persistência do estado 
hiperglicêmico, característico da DMT2, gera uma produção 
excessiva de radicais livres. Os estudos que buscam soluções para o 
controle da geração de radicais livres, consequente do estado 
hiperglicêmico em pacientes diabéticos são cada vez mais comuns, e 
o selênio é um dos focos desses estudos. Dessa forma, com esse 
trabalho pretende-se aprofundar o conhecimento da ação do selênio 
através do consumo de castanha do Brasil no controle do estado 
hiperglicêmico e consequente modulação da instabilidade genômica 
avaliada nos pacientes diagnosticados com DMT2. Além disso, será 
disponibilizado aos participantes deste projeto o acesso aos resultados 
de todos os exames bioquímicos realizados durante a execução do 
projeto de pesquisa, e orientação nutricional, visando à melhora da 
qualidade de vida dos participantes, ao final desta. 
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2.5 Critérios de confidencialidade, privacidade, anonimato e sigilo: 
todas as análises serão realizadas de forma confidencial, sem 
identificação do voluntário. Os resultados serão informados 
diretamente ao voluntário pela coordenação do projeto. As 
publicações provenientes do projeto não incluirão o nome do doador 
nem qualquer outra informação que possa identificá-lo. Os 
prontuários dos participantes serão acessados, visando obtenção de 
informações de contato pessoal, e de diagnóstico de DMT2, e será 
garantido o sigilo dos dados obtidos.  
2.6 Destino do material biológico coletado: As amostras ficarão 
armazenadas sob a forma de biorrepositório no Laboratório de 
Genética Toxicológica da UNESC, sob responsabilidade da Dra. 
Vanessa Moraes de Andrade. As amostras serão coletadas e 
armazenadas para as análises propostas, apenas com autorização do 
participante. Depois de efetuadas as avaliações previstas neste projeto, 
as amostras serão descartadas, não podendo ser reutilizadas para 
outros fins. 
2.7 Este documento será elaborado e assinado em duas vias, sendo 
uma retida com o pesquisador responsável e outra ficará com o 
participante.  
2.8 O participante tem plena liberdade de recusar-se a participar dessa 
pesquisa ou retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, 
sem que sofra qualquer tipo de penalização. 
Consentimento do voluntário  
Eu, ...................................................................., após ler este 
documento e uma vez esclarecida minha participação no projeto de 
pesquisa aqui referido, concordo em:  
(a) Responder adequadamente o questionários em anexo (anexo III); 
(b) Doar uma amostra de sangue venoso e amostra de células 
esfoliadas da mucosa bucal, coletada por profissional habilitado, com 
material totalmente estéril e descartável, a qual será utilizada para 
realização de análises bioquímicas e moleculares.  
Assinatura do voluntário:  
Assinatura do coordenador do projeto:  
Local e data: 
 
 
 
 
 
 
